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Abréviations 
 
 
ACP:  Acyl Carrier Protein 
ADN : acide désoxyribonucléique  
ADNc :  acide désoxyribonucléique complémentaire 
ARN :  acide ribonucléique 
AT:  Acyl transferase 
Blast:  Basic Local Alignment Search Tool 
CoA :  coenzyme-A 
DH :  Dehydratase 
DO :  Densité optique 
ER :  Enoyl reductase 
Etc :  et cetera 
FAS :  Fatty Acid Synthase 
HPLC : chromatographie liquide à haute performance 
KR :  Ketoreductase 
KS :  Ketosynthase 
MSA : acide 6-methysalicyclique 
MSAS : acide 6-methysalicyclique synthase 
MT :  Methyltransferase 
OTA : ochratoxine A 
PCR :  polymerase chain reaction 
PKS :   polycétone synthase 
Q-PCR : PCR quantitative 
TE :  Thioesterase 
UV:  Ultraviolet 
pb :   paire de base 
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 1 
Introduction générale 
 
 
Longtemps confiné aux pathologies provoquées par l’ergot de seigle et par des 
champignons macroscopiques, le problème des mycotoxines a pris une importance 
considérable dans les années 1960 lorsque la découverte des aflatoxines a révélé que  
certaines moisissures étaient capables de synthétiser des substances toxiques responsables 
de pathologies chez l’homme. Plusieurs centaines de mycotoxines ont été identifiées mais 
heureusement seule une vingtaine posent des problèmes en alimentation humaine et 
animale. 
 
La FAO (Food and Agriculture Organisation) estime qu’environ un quart des récoltes de 
la planète sont susceptibles d’être contaminées par les mycotoxines (Yiannikouris et 
Jouany, 2002). Les mycotoxines retiennent l’attention dans le monde entier en raison de 
leurs effets néfastes sur la santé de l’homme et de l’animal (effets hépatotoxiques, 
immunotoxiques, tératogènes et cancérogènes, etc.) (D’Mello et McDonald, 1997; 
Scudamore et Livesey, 1998). On estime que l'impact des mycotoxines sur l'industrie 
alimentaire et l'élevage représente un coût annuel d'environ 5 milliards de dollars pour les 
Etats-Unis et le Canada. En Europe, une potentielle perte économique est évaluée entre 
800 et 1000 millions d’euros par la contamination de céréales en ochratoxine A (Olsen et 
al., 2003). En addition, les mycotoxines se retrouvent accumulées dans le mycélium et les 
spores fongiques, elles sont aussi adsorbées dans les poussières et sont transportées sous 
forme d’aérosols en agrégats liés à des particules minérales ou organiques. Ce qui 
constitue une autre voie d’exposition pour l’homme par inhalation (Miller, 1992; Jarvis et 
Miller, 2005). 
 
La lutte contre les mycotoxines dans les aliments est l’un des axes des travaux menés au 
niveau mondial dans le cadre du Codex alimentarius. Des règlements ou des 
recommandations ont été édictés au niveau national puis européen, et des valeurs guides 
existent au niveau mondial pour fiabiliser les échanges commerciaux des denrées 
alimentaires du point de vue de la sécurité sanitaire. A l’heure actuelle, l’Europe 
réglemente la contamination par les aflatoxines (dans les céréales, les fruits secs et les 
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épices), l’ochratoxine (dans les céréales brutes et transformées, le café, le jus de raisin et 
le vin) et la patuline (dans le jus de pomme et le cidre) (Dragacci et al., 2005). 
A coté de dispositions fixant des teneurs maximales dans les denrées, d’autres mesures, 
destinées à en prévenir l’apparition dans l’alimentation sont exigeantes. Il s’agit d’une 
part de limiter la contamination des produits par les moisissures à tous les stades de la 
chaîne de production (culture au champ, récolte, stockage, transformation….) et d’autre 
part de détecter le plus précocément possible les mycotoxines dans les matières premières 
avant que ces dernières ne soient transformées en produit final. 
 
Actuellement, les méthodes couramment utilisées permettent de quant ifier directement la 
mycotoxine. Ces techniques restent relativement onéreuses et ne permettent donc pas la 
mise en œuvre de plan d’échantillonnage contenant plusieurs centaines voire milliers 
d’échantillons à analyser (Dragacci et al., 2005). En plus, une fois contaminées, les 
denrées alimentaires peuvent difficilement être débarrassées de ces toxines en raison de 
leur bonne stabilité thermique et jusqu'à présent, il n’existe pas de procédés de 
décontamination fiables permettant de retirer la mycotoxine sans dénaturer le produit. 
Une stratégie de prévention de la contamination par les mycotoxines est donc exigée. 
Pour cela, il est indispensable de comprendre la voie de biosynthèse de ces mycotoxines 
ainsi que les facteurs qui influencent leur production et de mettre au point des techniques 
spécifiques, rapides et peu onéreuses pour quantifier rapidement les champignons 
toxinogènes (Russell et Paterson, 2006). Pour la plupart des mycotoxines, ce sont des 
métabolites de nature polycétone  (aflatoxines, ochratoxine A, citrinine, acide pénicillique, 
viomelleine, patuline…) pour lesquels la polycétone synthase est l’enzyme clé de leur 
voie de biosynthèse (Russell et Paterson, 2006 ; Turner 1971; Turner et Albridge 1983; 
Steyn, 1980). 
 
Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons choisi Aspergillus ochraceus et 
Aspergillus carbonarius, contaminants fréquents des plusieurs produits agricoles comme 
modèle d’étude. Aspergillus ochraceus contamine plusieurs denrées alimentaires comme 
le café, les céréales, le raisin,  etc. en produisant plusieurs mycotoxines comme 
l’ochratoxine A, l’acide pénicillique et la viomelleine (Bode et al., 2002 ; Torres et al., 
1998 ; Richard et al., 1999 ; Frisvad et Thrane, 1987 ; Van Der Merwe et al., 1965 ; 
Taniwaki et al., 2003). Aspergillus carbonarius contaminant majeur de certaines denrées 
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tropicales et subtropicales est responsable de la production d’ochratoxine A dans les 
raisins (Pitt, 2000 ; Varga et Kozakiewicz, 2006). Ces champignons sont capables de 
produire d’autres polycétones comme les naphtopyrones et les pigments. 
 
Ce travail est composé de cinq parties. La première est consacrée à la diversité des gènes 
de polycétones synthases chez Aspergillus ochraceus et Aspergillus carbonarius. La 
deuxième et la troisième partie sont orientées sur la détermination du rôle de certaines 
PKS dans la biosynthèse des polycétones importants comme l’ochratoxine A ou l’acide 
pénicillique respectivement chez Aspergillus ochraceus. Dans la quatrième partie, nous 
avons développé un système PCR en temps réel pour la quantification d’Aspergillus 
carbonarius et d’ochratoxine A dans le raisin grâce à un couple d’amorce spécifique 
choisi d’un gène de polycétone synthase. Dans la dernière partie, nous avons étudié la 
répartition d’ochratoxine A au niveau des spores, mycélium et substrat chez Aspergillus 
ochraceus et Aspergillus carbonarius et l’impact des spores d’Aspergillus carbonarius 
sur la contamination du moût de raisin et jus de raisin en cette toxine. 
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1- Les  mycotoxines 
  
1.1 Que sont les mycotoxines ? 
 
Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin 
«toxicum» qui signifie poison. Il désigne des métabolites secondaires sécrétés par des 
moisissures appartenant principalement aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium 
(Tableau 1), naturellement présentes dans l'air ambiant, le sol et sur les cultures 
(Yiannikouris et Jouany, 2002). Les mycotoxines sont considérées comme faisant partie 
des contaminants alimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la santé 
publique, la sécurité alimentaire et l’économie de nombreux pays (Steyn, 1995 ; Pitt et al., 
2000). Elles sont produites sur une large variété de denrées alimentaires avant, pendant et 
après récolte. Elles affectent de nombreux produits agricoles, dont les céréales, les fruits 
secs, les noix, les grains de café, raisin et les graines oléagineuses (D’Mello et McDonald, 
1997; Scudamore et Livesey, 1998), qui sont  des substrats très sensibles à la  
contamination par les moisissures et à la production de mycotoxines. La contamination 
des produits par les mycotoxines se réalise lorsqu’un ensemble de conditions 
environnementales au champ, ainsi que des procédés mal maîtrisés de récolte, de 
stockage, et de transformation sont réunies. En raison de la diversité de leurs effets 
toxiques et de leurs propriétés synergiques, les mycotoxines présentent un grave risque 
pour le consommateur d’aliments contaminés (Yiannikouris et Jouany, 2002). 
 
Tableau 1 Quelques espèces fongiques productrices de mycotoxines (Reboux, 2006) 
Mycotoxine Moisissure 
Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 Aspergillus parasiticus, A. flavus 
Ochratoxines A, B, C 
A. ochraceus, A. carbonarius 
Penicillium verrucosum, P. nordicum 
Zéaralénone Fusarium roseum, Fusarium sp. 
Déoxynivalénol (DON), Nivalenol, Fusarenone 
Toxine T2, Diacetoxyscirpenol 
F. tricinctum, Fusarium sp. 
Fumonisines F. moniliforme, F. proliferatum, Fusarium sp. 
Citrinine P. citrinum, Monascus ruber 
Patuline P. patulum, Byssochlamys nivea 
Acide pénicillique A. ochraceus, P. cyclopium, P. puberulum 
Moniliformine F. proliferatum, F. subglutinans 
Acide cyclopiazonique A. flavus 
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1.2 Les moisissures et mycotoxines dans la chaîne alimentaire  
 
Les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux ubiquitaires (Pitt et 
al., 2000). Elles présentent  des effets bénéfiques ou nuisibles dans plusieurs domaines 
(agriculture, biotechnologie, environnement, santé, etc.). Dans les milieux naturels, elles 
contribuent, avec d’autres microorganismes, à la biodégradation et au recyclage des 
matières organiques comme la litière ou le bois. Certaines sont utilisées dans 
l’alimentation, comme Penicillium roquefortii et P. camembertii pour la production de 
fromages, d’autres sont exploitées pour la production d’enzymes (par exemple les 
protéase et pectinase produites par A. niger), d’acides organiques (acide citrique et 
gluconique par des espèces d’Aspergillus et Penicillium), de médicaments (production de 
pénicilline par P. chrysogenum, de céphalosporine par Cephalosporium acremonium) 
(Carlile et Watkinson, 1997 ; Kiffer et Morelet, 1997 ; Perry et al., 2004). Environ 22% 
des antibiotiques identifiés et 40% des enzymes produits industriellement sont élaborés 
par les champignons filamenteux (Berdy, 1995;  Strohl, 1997).  
A côté de ces intérêts bénéfiques, les champignons sont capables de provoquer également 
d’importants dégâts, notamment dans le domaine agronomique. La contamination 
fongique des denrées alimentaires, destinées à l’homme ou à l’animal, est le principal 
dommage qui va entraîner de nombreux problèmes (Pitt et al., 2000). Or, la présence 
indésirable des moisissures modifient l’aspect des produits alimentaires, dû notamment à 
la production de pigments, comme par exemple un pigment foncé, la mélanine (Bulter et 
Day, 1998). Le développement de ces champignons sur les aliments peut leur donner des 
odeurs de moisi. Il y a donc une réduction quantitative et qualitative de la valeur 
alimentaire de la denrée et une baisse du rendement des récoltes. Les métabolites produits 
par ces champignons lors de leur croissance sur l’aliment sont aussi des éléments majeurs 
dans l’altération des denrées alimentaires. Des manifestations dans la qualité 
organoleptique (en modifiant le goût de la denrée par exemple) mais aussi de graves 
problèmes sanitaires surgissent, c’est le risque d'intoxication due à la présence de 
mycotoxines. Mais il faut signaler que la contamination des moisissures sur les aliments 
ne signifie pas obligatoirement la présence de mycotoxines.  
 
L’entrée des mycotoxines dans la chaîne alimentaire de l’homme s’effectue soit par des 
denrées consommées directement (arachides, pistaches, amandes…) soit indirectement 
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par des produits dérivés (par ex. farine de céréales) à partir desquels sont élaborés des 
aliments finis (par ex. produits issus de la panification, de la biscuiterie, céréales pour 
petit-déjeuner).  
 
Comme elles sont peu métabolisées par les organismes vivants, les mycotoxines peuvent  
également se transmettre par des produits d’origine animale (lait et produits laitiers, abats, 
charcuterie…) si l’animal a consommé une nourriture elle-même contaminée par des 
mycotoxines. Le tableau 2 montre quelques exemples des denrées alimentaires 
contaminées. La FAO (Food and Agriculture Organisation) estime qu’environ un quart 
des récoltes de la planète est susceptible d’être contaminée par les mycotoxines. Une fois 
contaminées, les denrées alimentaires peuvent difficilement être débarrassées de ces 
toxines. Les procédés de conservation (stérilisation, pasteurisation, lyophilisation, 
congélation...), s'ils agissent sur les moisissures, ne détruisent pas ou très peu la plupart 
des mycotoxines.  
 
Tableau 2 Produits alimentaires et mycotoxines (Reboux, 2006) 
 
 
Mycotoxines 
P
ain à base 
de m
ais, 
pâtes, 
purée 
C
éréales 
B
ière 
V
in 
Jus fruit 
F
ruits, 
N
oix 
C
acao, 
C
afé 
C
harcu- 
-terie 
F
rom
age, 
L
ait 
P
roduits 
ferm
entés 
G
âteaux 
chocolat 
Ochratoxines X X X X X X X X X X X 
Fumonisines X X X         
Trichothécènes  X X X        X 
Zéaralérone X X X       X X 
Citrinine  X      X    
Patuline X    X       
Alternariol X    X       
Communisine     X       
Roquefortine     X    X   
Aflatoxines      X   X X  
Acide kojique      X      
Ac. Cyclopiazonique         X X  
 
1.3 Les facteurs qui influencent la production des mycotoxines 
 
1.3.1 Champignons toxinogènes 
 
Le type et la quantité de mycotoxine dépendent des espèces fongiques qui les produisent  
(Lacey, 1986). Elles diffèrent dans leur caractère morphologique, génétique et dans leurs 
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places écologiques (Cast, 2003). Les champignons toxinogènes peuvent être classés en 
deux groupes principaux (Christensen, 1974):  
1- Les champignons de champs qui contaminent les produits agricoles avant ou pendant 
la récolte, principalement Fusarium et Alternaria mais aussi des Aspergillus dans le cas 
des raisins. 
2- Les champignons de stockage (par exemple les Penicillium et Aspergillus) qui tendent 
à contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage. 
 
1.3.2 Facteurs environnementaux 
 
Les facteurs environnementaux affectant la production de mycotoxine sont d'origine 
physique, chimique ou biologique (Mitchell et al., 2004). Cependant, ces facteurs 
agissent rarement d'une façon indépendante (Lacey, 1986), en effet leurs interactions sont 
habituellement plus importantes que l’effet d’un facteur simple. Le tableau 3 présente 
quelques facteurs environnementaux qui peuvent influencer la production de mycotoxine 
à différentes étapes de la production (Hesseltine, 1976). 
 
Tableau 3  Principaux facteurs influençant la production des mycotoxines à différentes étapes de 
la chaîne alimentaire 
Facteur Au champ A la récolte Pendant le 
stockage 
Physique    
- Humidité + + + 
Rapidité de séchage  - + + 
Ré humidification - + + 
Humidité relative + + + 
- température + + + 
- damage mécanique  + + + 
- mélange de grains - + + 
- temps  + + + 
Chimique  -  
- CO2 - - + 
- O2 - - + 
- nature du substrat + - + 
- nutrition minérale + - + 
- traitement chimique - - + 
Biologique    
- stress de plante + - + 
- vecteurs invertébrés  + - + 
- infection fongique + - + 
- différences entre les variétés des plantes  + - + 
- différences entre les souches fongiques + - + 
- charge en spores + + + 
- système microbiologique + - + 
   + : effet  
   - : pas d’effet  
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Les deux facteurs physiques essentiels qui influencent la croissance et la production de 
mycotoxine  sont la température et l'humidité (Mitchell et al., 2004). En effet, les 
champignons de champs exigent typiquement d'une haute teneur en humidité dans le 
substrat (22-25 %) par rapport aux champignons de stockage (13-18 %) (Samson et al., 
2005). Chaque espèce ou isolat a son niveau optimal d'humidité (ou activité de l'eau, Aw) 
et de température pour la production de mycotoxine. Ces optima peuvent différer 
sensiblement de leur optima pour la croissance. A côté de l'Aw et la température, le pH 
peut avoir un effet critique pour la croissance fongique et la production de mycotoxine. 
La plupart des moisissures se développent sur une gamme de pH de 5,5 à 9 avec une Aw 
entre 0,85 à 0,98, à une température optimale comprise entre 20°C et 30 °C (Reboux, 
2006). Pour autant, certaines espèces comme Wallemia sebi peuvent se développer sur le 
sucre avec une Aw très basse (Aw = 0.65), ou comme Penicillium roqueforti sur le pain 
avec des valeurs de pH très bas (pH =3), tandis que Aspergillus fumigatus peut se 
développer à des températures élevées au-delà de 50 °C (Samson et al., 2005).  
 
Dans le cas de l’OTA, plusieurs études ont été réalisées afin de déterminer l'influence de 
l'activité de l'eau, la température, la période de l'incubation et leurs interactions sur la 
croissance fongique et la production d'ochratoxine par A. ochraceus et Aspergillus section 
Nigri sur un milieu défini et sur le café (Pardo et al., 2005), l’orge (Ramos et al., 1998; 
Pardo et al., 2004) et le raisin (Mitchell et al., 2004 ; Belli et al., 2004). Un « computer 
based modelling » a été établi pour définir leurs conditions critiques pour la croissance et 
la production d’OTA. 
 
1.3.3 Influence du substrat 
 
Les mycotoxines sont produites par de nombreuses moisissures dotées génétiquement  
d’un pouvoir toxinogène. Cependant la nature du substrat peut influencer l’expression du 
pouvoir de sécrétion des toxines (Andersen et Thrane, 1996; Chapeland et al., 2005 ; 
Reboux, 2006). Il est important de noter que des différences dans cette expression, 
peuvent être observées au sein d'une même espèce et expliquer les différences de pouvoir 
toxinogène observées entre "souches". En outre, des souches au sein d'une même espèce 
ne disposent pas toute du système enzymatique requis pour la production des 
mycotoxines (Nicholson et al., 2003). Ainsi les progrès de la chémotaxonomie ont permis 
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de démontrer que pour une même espèce les profils des substances produites sont 
différents si on prélève le champignon sur le substrat naturel ou à partir d’une culture en 
boîte de Pétri. L’exemple le plus parlant concerne Penicillium roqueforti, incapable de 
produire une  toxine sur le fromage de Roquefort, alors qu’in vitro il est en mesure de 
secréter un métabolite très toxique (Chapeland et al., 2005 ; Reboux, 2006).  
 
1.3.4 Autres facteurs  
 
Des micro-organismes « de concurrence » peuvent affecter la production de mycotoxine 
sur les produits agricoles. Ils  peuvent augmenter ou gêner la formation des mycotoxines 
en changeant le métabolisme de l'organisme producteur, par la concurrence pour les 
substrats, en changeant les conditions environnementales les rendant défavorables pour la 
production de mycotoxine ou en produisant des composés inhibiteurs (Lacey, 1986). Les 
interactions avec d'autres microorganismes peuvent également être différentes dans les 
différentes conditions environnementales (Marin et al., 1998, Cairns et al., 2003).  
Plusieurs facteurs additionnels peuvent influencer la production des mycotoxines dans le  
champ. Ils peut s’agir des pratiques agricoles comme le labourage et la rotation de récolte 
(Lipps et Deep 1991), les fongicides utilisés (Moss et Frank, 1985), la variété de la plante 
(Golinski et al., 1996) et les différences géographiques (Langseth et al., 1995). En outre 
la culture biologique peut poser un risque pour la production accrue de mycotoxine 
comme cela a été proposé par Edwards, (2003). 
 
 
1.4 Mycotoxicogénèse  
 
Les mycotoxines couvrent une gamme très vaste de familles chimiques. C’est la 
conséquence du métabolisme secondaire fongique. Le métabolisme secondaire diffère du 
métabolisme primaire par la nature aléatoire de son activation et par la diversité des 
composés formés et la spécificité des souches impliquées. Il n'est pas lié à la croissance 
cellulaire mais répond généralement à des signaux issus de l'environnement du 
champignon (Yiannikouris et Jouany, 2002). Si le métabolisme primaire est commun à 
toutes les espèces fongiques et se rapproche des voies métaboliques générales permettant 
la synthèse et le catabolisme des glucides, lipides et protéines, le  métabolisme secondaire 
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peut être en revanche spécifique d’une espèce, voire d’une souche fongique et de ses 
caractéristiques génétiques. 
Il y aurait, selon les auteurs des centaines de mycotoxines répertoriées. Seule une 
vingtaine est considérée comme potentiellement dangereuse pour l’homme et l’animal, 
du fait de leur production et concentration dans les produits alimentaires. 
Les mycotoxines ne constituent pas une classe chimique, mais peuvent se classer selon 
leur voie de biosynthèse en trois grands groupes, d’après Turner (1971); Turner et 
Albridge (1983); et Steyn (1980) en : 
a) Les composés dérivés des acides aminés (peptides) : l’alcaloïde de l’ergot (ergotamine), 
la roquefortine, l’acide cyclopiazonique, l’acide aspergillique, les fumitrémorgènes, 
gliotoxine,  sporidesmines, tryptoquivaline, dicéto-pipérazines, etc. 
b) Les composés dérivés des terpènes : la toxine T2, déoxynivalénol, fusarénone, 
diacétoxyscirpénol, roridines, verrucarines, trémorgènes, etc. 
c) Les composés dérivés des polycétoacides (polyacétates) : les ochratoxines, les 
aflatoxines, la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, l’acide pénicillique, la patuline, 
les rubratoxines, les stérigmatocystines, etc. 
 
1.5 Les mycotoxines dans les spores fongiques et ses implications 
 
Chaque moisissure produit un très grand nombre de spores qui se présentent très souvent 
sous un aspect poudreux et coloré à la surface de la moisissure. Le diamètre des 
structures de reproduction varie de 2 à 250 µm, bien qu’il se situe pour une forte 
proportion de spore entre 2 et 20 µm. Les spores peuvent résister à des conditions  
environnementales extrêmes, ce qui favorise leur survie dans différents milieux. Elles 
peuvent être transportées par les courants d’air ou par les humains et les animaux 
domestiques et se retrouver éventuellement dans les habitations et les édifices (Miller, 
1992). 
 
Les mycotoxines sont peu volatiles. Elles se retrouvent dans le mycélium et les spores 
(D’Mello et McDonald, 1997) et peuvent diffuser dans le substratum et contaminer les 
produits agricoles. Les mycotoxines sont aussi adsorbées dans les poussières et sont 
transportées sous forme d’aérosols en agrégats liés à des particules minérales ou 
organiques. Des études ont été faites pour rechercher la présence des mycotoxines dans 
les spores fongiques (Fischer et al., 2000; Haggblom 1987; Land et al., 1994; Miller 
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1992; Sorenson et al., 1987) et quelques exemples sont reportés dans le tableau 4. En 
milieux agricole, industriel et même en milieu intérieur, l’inhalation de spores et de 
fragments fongiques peut entraîner ou aggraver des réactions immunologiques et 
allergiques, avoir des effets toxiques ou causer des infections (Miller, 1992; Jarvis et 
Miller, 2005). Le contact cutané direct avec des spores constitue une autre voie de 
contamination. 
 
Tableau 4  Les mycotoxines dans les spores fongiques 
Espèces Mycotoxines dans les conidies Références  
Alternaria alternata alternariol, alternariol monomethylether  Haggblom, 1987 
Aspergillus flavus Aflatoxin, Kojic acid  Wicklow et Shotwell 1983 
Fusarium spp Deoxynivalenol  Miller, 1992 
Stachybotrys chartarum Satratoxins  Sorenson et al., 1987 
Penicillium verrucosum Ochratoxine A  Stormer et al., 1998 
Aspergillus ochraceus Ochratoxine A  Stormer et al., 1998 
P. clavigerum Penitrem A  Fisher et al., 2000 
A. fumigatus Fumagillin, Tryptoquivaline, Trypacidin  Land et al., 1994; Fisher et al., 2000 
P. crustosum Cyclopenol, Cyclopenin, Penitrem A Jarvis et Miller, 2005 
 
 
2- Aspergillus carbonarius et Aspergillus ochraceus, contaminants 
fréquents de plusieurs denrées alimentaires 
 
 
2. 1 Aspergillus carbonarius 
 
2.1.1 Description morphologique et classification 
 
Aspergillus carbonarius est un champignon filamenteux saprophyte qui fait partie des 
Deuteromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des 
Hyphomycetes, famille des Moniliaceae. Il possède un thalle à mycélium cloisonné 
portant de nombreux conidiophores dressés, non ramifiés, terminés en vésicule. L’espèce 
est bisériée (Phialides portées sur des métules ou stérigmates) (Figure 1). Les conidies 
sont de couleur noire et présentent une forme verruqueuse de diamètre 7-9 µm. A.  
carbonarius  présente de sclérotes de couleur jaune grisâtre. 
A. carbonarius appartient à la section Nigri (Gams et al., 1985). Depuis peu, cette section 
est considérée très importante d’un point de vue ochratoxigénicité grâce à certains de ses 
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représentants dont A. niger et A. carbonarius (Abarca et al., 1994 ; Ono et al., 1995). 
Selon Abarca et al., (2004), les « Nigri » peuvent être classés et différenciés en 4 
groupes : (1) les unisériés (A. japonicus et A. aculeatus confondus), les bisériés 
renfermant (2) A. carbonarius et (3) A. niger aggregate et (4) les formes non communes 
(A. helicothrix, A. ellipticus et A. heteromorphus). Au sein de la section Nigri, A. 
carbonarius est l’espèce la plus distincte (Abarca et al., 2004). Cette distinction est à la 
fois phénotypique (Raper et Fennell, 1965 ; Kevei et al., 1996) biochimique (Kevei et al., 
1996) et moléculaire (Kusters-van Someren et al., 1991; Mégnégneau et al., 1993; 
Parenicova et al., 1997, 2000, 2001). Au sein de l’espèce A. carbonarius une seule 
variété a été proposée, il s’agit: d’A. carbonarius var. incidus (Varga et al., 2000). 
 
                                                       
Figure 1 La tête bisériée d’A. carbonarius 
 
 
2.1.2 Aspergillus carbonarius contaminant et producteur d’OTA 
dans les filières raisin et café  
  
A. carbonarius (Horie, 1995 ; Wicklow et al., 1996) est un contaminant majeur de 
certaines denrées tropicales et subtropicales tels que le raisin et ses dérivés (Zimmerli and 
Dick, 1996). Dans cette filière, le risque de contamination en OTA commence sur le 
terrain. Quelques espèces d’Aspergillus noir sont décrites comme étant capables de 
produire de l’OTA, notamment l’agrégat A. niger et A. carbonarius (Abarca et al., 1994; 
Téren et al., 1996). Ces espèces sont déjà présentes à la vigne et ont la capacité de 
produire dans les baies une pourriture appelée pourriture d’Aspergillus. Parmi les espèces 
de ce groupe, A. carbonarius présente le potentiel ochratoxigénique le plus élevé (Heenan 
et al., 1998). Récemment, il a été montré que A. carbonarius pourrait être responsable de 
la production d’OTA dans les raisins (Pitt, 2000, Varga et Kozakiewicz, 2006). 
Dans le cas du café, la contamination en OTA se développe surtout durant les opérations 
post-récolte. Aucune des espèces de Penicillium (P. verrucosum et P. nordicum) 
responsables de la production d'OTA dans les céréales n'ont été isolées dans le café. En 
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revanche, trois espèces d’Aspergillus peuvent jouer un rôle important dans le café: A. 
ochraceus, A. niger et A.  carbonarius. Bien que A.  niger a été trouvé  comme l’espèce 
dominante dans le café (68-83 %), seule un faible pourcentage d’isolats (3%) est capable 
de produire de l’OTA dans les conditions de laboratoire (Bucheli and Taniwaki 2002; 
Martins et al., 2003; Taniwaki et al., 2003). Au contraire malgré une fréquence de la 
présence d’A. carbonarius plus faible (6%), le pourcentage des isolats producteurs 
d’OTA est très grand (77%) (Bucheli and Taniwaki 2002; Taniwaki et al., 2003). De ce 
fait, avec A. ochraceus, A. carbonarius  a été prouvé responsable de la production d’OTA 
dans le café (Belli et al., 2005). 
 
 
2.2 Aspergillus ochraceus 
 
2.2.1 Description morphologique et classification 
 
Aspergillus ochraceus (Wilhelm, 1887) fait partie des Deuteromycetes (champignons 
imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des Hyphomycetes, famille des Moniliaceae. 
Sur une boite de Pétri contenant le milieu MA (Malt Agar), la colonie est granuleuse, 
ocre à chamois clair. Le revers de la boîte de Petri est dans les mêmes tons, parfois brun 
(Cahagnier et al., 1998). Sur le milieu CYA (Czapek Yeast extract Agar), le diamètre de 
la colonie est de 40 à 52 mm après 7 jours d'incubation à 25°C. Le stipe est de 400 à 1000 
µm, de couleur hyaline jusqu'à légèrement brune. Les vésicules sont globuleuses, de 
diamètre de 20 à 35 µm. La tête de sporifère d’A. ochraceus est globuleuse et dissociée 
en mèches (Figure 2). Les conidies d’A. ochraceus sont hyalines et rondes, de diamètre 
de 2,5-3,5 µm (Cahagnier et al.,  1998). Le conidiophore est rond, rugueux et pigmenté. 
A. ochraceus peut produire des sclérotes qui sont incolores au début, puis violacés à 
pourpres quand la culture est vieille. 
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Figure 2 A. ochraceus K. Wilh (Raper et al., 1965) a : Colonie 7 jours à 25°C sur le milieu MA ; 
b : La tête de conidie  ; c : Conidiophores. 
 
 
 
2.2.2 Mycotoxines et autres métabolites secondaires produits par A. 
ochraceus  
 
A. ochraceus est largement répandu dans l’environnement. Ce champignon a été 
fréquemment isolé à partir des végétaux en décomposition, de sol, de déserts. A. 
ochraceus est principalement responsable de la pourriture des semences et des graines. Il 
peut produire plusieurs métabolites secondaires dont les mycotoxines comme les 
ochratoxines, l’acide pénicillique, la viomelleine, la xanthomegnine ou bien des 
herbicides comme la melleine, l’hydroxymelleine. Il contamine plusieurs produits 
agricoles comme les céréales, le café, les épices, les cacahuètes et le maïs (Kozakiewicz, 
1989; Wilson et al., 2002). A. ochraceus est considéré comme la principale espèce 
productrice d’ochratoxine A dans les climats chauds. 
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2.3 Ochratoxine A 
 
2.3.1 Nature de la molécule 
 
L’ochratoxine A est une mycotoxine d’importance mondiale produite par des 
champignons microscopiques qui sont des contaminants courants des produits 
alimentaires. En 1965, elle a été découverte pour la première fois chez A. ochraceus (Van 
der Merwe et al., 1965).  
L’OTA est formée par un groupement isocoumarine substitué (7-carboxy-5-chloro-8- 
hydroxy-3,4-dihydro-3R-méthylisocoumarine (OTa) lié à la L-ß-phénylalanine par une 
liaison amide (Tableau 5) (Abarca et al., 2001). Elle appartient à la famille des 
polycétoacides et plus précisément au groupe des ochratoxines. Ce groupe présente une 
structure générale (Tableau 5) qui peut en fonction des groupements R donner en plus de 
l’OTA différents analogues de structure. 
 
  Tableau 5 Quelques différentes formes d’ochratoxines 
Nom commun R1 R2 R3 R4 R5 
OTA Phe*  Cl H H H 
OTB Phe H H H H 
OTC Phe,ethyl ester Cl H H H 
OTa OH Cl H H H 
OTb OH H H H H 
     *Phe: Phénylalanine 
 
 
Les ochratoxines sont assez stables à la température, quoique de façon moindre que les 
aflatoxines. Le pic d’émission maximale en fluorescence de l’ochratoxine A se situe à 
428 nm. Les ochratoxines sont modérément solubles dans les solvants organiques 
polaires acidifiés mais leur sel de sodium est soluble dans l’eau.  
 
2.3.2 L’ochratoxine A et la contamination de la chaîne alimentaire 
 
L’ochratoxine A est sécrétée par des moisissures des genres Aspergillus (A. ochraceus, A. 
cabonarius, A. niger) et Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum). Le genre Aspergilllus 
est bien adapté pour les climats chauds alors que Penicillium se développe bien dans les 
climats tempérés à froid. C’est pour cette raison que la présence d’OTA a été démontrée 
dans de nombreux produits agricoles de différentes régions du monde (Smith et al., 1994). 
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L’ochratoxine A entre dans la chaîne alimentaire de l’homme soit par consommation 
directe de produits contaminés comme les céréales et ses dérivés (bière fabriquée à partir 
d’orge, pain et produits à base de farine de céréales), raisin et ses produits (jus de raisin et 
vin), cacao et café, fruits, etc., soit par voie indirecte lors de la consommation de produits 
issus d’animaux (de porcs ou de volailles) nourris avec des grains contaminés (Figure 3). 
On peut en effet retrouver de l’ochratoxine A dans les abats (rognons, foie) ou dans des 
préparations charcutières (produits dérivés du sang, boudins, saucisses…) et 
éventuellement dans d’autres produits d’origine animale comme le lait. Le passage de 
l’ochratoxine A dans le lait de vache est possible mais en quantité infime; en effet, les 
ruminants seraient capables de dégrader l’ochratoxine A grâce à leur flore ruminale 
(protozoaires). Une récente compilation mondiale (Dragacci et al., 2005)  portant sur ces 
vingt dernières années montre que les plus forts taux et fréquences de contamination par 
l’ochratoxine A sont observés en Europe. 
L'OTA a été détectée dans des échantillons de sang humain d’individus en bonne santé de 
divers pays du monde: la Suède, la Norvège (Thuvander et al., 2001), le Canada, 
l’Allemagne, l’ex-Yugoslavie (Keeper-Goodman et Scott, 1989), le Japon (Ueno et al., 
1998), l’Italie (Breitholtz-Emanuelsson et al., 1994), la France où 22 à 25 % de la 
population est touchée avec des teneurs en OTA comprises entre 0,1 et 130 ng/mL 
(Creppy et al., 1991; Creppy et al., 1993) ce qui confirme la large exposition à cette 
molécule.  
 
                                          
 
Figure 3  La contamination de la chaîne alimentaire par l’OTA (Dragacci et al., 2005)   
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2.3.3 Toxicité de l’OTA 
 
L’OTA est une mycotoxine toxique pour l’homme et les animaux. Elle a été rapportée 
néphrotoxique, tératogène, immunosuppressive et a été éga lement classée carcinogène du 
groupe 2B (peut provoquer le cancer) (IARC, 1993). Elle est supposée être impliquée 
dans plusieurs problèmes sanitaires humains, tels que la néphropathie endémique des 
Balkans NEB (Petrova-Bocharova et al., 1988) et le développement de tumeurs du tractus 
urinaire et rénal en Tunisie (Maaroufi et al., 1996) et en Egypte (Waffa et al., 1998). 
Chez les animaux, la néphropathie porcine (Krogh, 1978) ainsi que certains défauts 
craniofaciaux chez les volailles (Boorman, 1989) ont été également attribués à l’OTA. 
 
Xiao et al., (1996, a, b) ont pu déduire que la présence par ordre décroissant des 
groupements carboxyle (de la phénylalanine), chlore (en C5) et hydroxyle (en C8) 
favorisent la toxicité in vitro et in vivo de l’OTA sans pour  autant être essentiels à sa 
manifestation. Xiao et al. (1996 b) supposent que le groupement phénylalanine permet à 
l’OTA d’être guidée vers les cibles cellulaires (ce qui explique le peu de toxicité de 
l’Ota ). Seul le groupement isocoumarinique serait responsable de la toxicité via la 
formation d’une forme ouverte de l’OTA (OP-OTA) à la suite de l’hydrolyse de la 
fonction lactone dans certaines conditions physiologiques. Cette forme a montré plus de 
toxicité que l’OTA. De plus, il a été constaté que l’OTA se liait aux macromolécules 
biologiques par une liaison ester covalente impliquant le groupement carbonyle de cette 
fonction lactone et il a été conclu que cette liaison serait responsable de la toxicité et 
génotoxicité de l’OTA qui se lierait respectivement aux protéines enzymatiques et acides 
nucléiques (Xiao et al., 1996 a). 
 
2.3.4 Voie de la biosynthèse de l’OTA 
 
Jusqu'à maintenant, la voie de la biosynthèse de l’OTA n’est pas encore complètement 
établie. Cependant, des expériences en utilisant les précurseurs marqués 14C- et 13C- ont 
montré que la partie de phénylalanine provient de la voie des shikimates et la partie 
dihydroisocoumarine  de la voie des pentaketides. 
En 1979, Huff et Hamilton proposent une voie hypothétique de biosynthèse dans la quelle 
la melleine et l’hydroxymelleine seraient probablement des précurseurs de l’OTA. 
Cependant, des résultats plus récents (Harris et Mantel, 2001) rendrent cette hypothèse 
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ambiguë et selon eux, la melleine ne jouerait pas un rôle dans la voie de biosynthèse de 
l’OTA. 
 
L’étape centrale de la voie de biosynthèse de la partie isocoumarine de l’OTA consiste à 
la condensation décarboxylative d’une unité acétate et de 4 unités malonate grâce à une 
polycetone synthase (PKS). Le squelette subit ensuite des réactions de cyclisation, 
aromatisation, méthylation, oxydation et chlorination (Steyn et Holzapfel, 1970). 
Récemment, il a été démontré que le gène de PKS est différent entre A. ochraceus 
(O’Callaghan et al., 2003) et P. nordicum (Geisen et al., 2004). En plus, chez  
Penicillium, Geisen et al., (2004) ont observé que P. verrucosum ne possède pas la même 
PKS chez que  P. nordicum  pour la biosynthèse de l’OTA. 
Une fois formée, la chaîne de polyketide est modifiée par la formation  d'un noyau 
lactone (synthèse de la melleine) et  par l'addition d'un groupe carboxylique (synthèse  
d'ochratoxine ß). Plus tard, l'atome de chlore est incorporé par l'action d’une 
chloroperoxidase (synthèse d'OTa). Finalement, l’ochratoxine A synthase catalyse 
l'enchaînement d'OTa à la phénylalanine (Figure 4). 
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 Figure 4 La voie hypothétique de la biosynthèse de l’OTA (d’après Huff and Hamilton, 1979) 
 
  
3- Polycétones fongiques 
 
3.1 Que sont les polycétones ? 
 
Les polycétones sont des métabolites secondaires produits par une grande variété 
d’organismes tel que bactéries, champignons, plantes, insectes ou encore éponges 
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marines. Le terme de polycétone désigne des composés dont la structure chimique 
possède une chaîne d’alternance de groupes cétone (>C=O) et de groupes méthylène (-
CH2-). Les polycétones dérivent de la condensation successive de petits acides 
carboxyliques dans un processus analogue à celui de la biosynthèse des acides gras. La 
formation de la chaîne de carbones du polycétone est le résultat de la condensation tout 
d’abord d’un acetyl-CoA (starter unit) et d’un malonyl-CoA (extender unit) (Figure 5), 
puis de la prolongation par condensation successive des groupements acyles. Cette 
condensation est catalysée par un enzyme appelé polycétone synthase (PKS). Ce 
squelette subit plusieurs modifications telles que la cyclisation, réduction, méthylation et 
donne une grande famille de produits naturels qui sont divers tant par leur structure: 
aromatiques (ex: tétracycline), macrolides (ex: érythromycine), polyéthers (ex: 
monensine) et polyenes (ex: amphotericine) (Shen et al., 2000) que par leur fonction: des 
activités antibactérienne, antifongique, antiparasitaire, antitumorale ou encore des 
propriétés agrochimiques. Tout ceci rend les polycétones économiquement, cliniquement 
et industriellement les plus recherchés parmi de nombreuses molécules.  
 
 
Figure 5  Les réactions de condensation conduisant à la chaîne de polycétone  
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Les moisissures, en particulier les Deuteromycetes (champignons imparfaits), sont une 
source importante de polycétones dont la majorité est aromatique (O’Hagan, 1991). Cette 
famille de composés présente de grands intérêts pour l’industrie pharmaceutique, comme 
la lovastatine et la compactine (ou mevastine) produites par A. terreus et P. citrinum 
respectivement, et utilisées dans le traitement de l’hypercholestérolémie (Hendrickson et 
al., 1999 ; Abe et al., 2002, Bill et al., 2002). Cependant beaucoup de polycétones 
fongiques sont responsables de nombreux problèmes de santé humaine et animale comme 
les mycotoxines (ochratoxines, aflatoxines, fumonisine, patuline, acide pénicillique, 
toxine T, etc.). Parmi les polycétones fongiques, on trouve aussi des pigments, par 
exemple la mélanine produite par Colletotrichum lagenarium qui en contaminant les 
produits agricoles, peuvent modifier la qualité organoleptique voire la qualité 
nutritionnelle des ces produits. Les polycétones sont habituellement classés selon le 
nombre d’unités acétates qui les composent en  tri-, tétra-, penta-, hexa- et hépta-cétones. 
Quelques exemples typiques sont présentés dans le tableau 6.  
 
Tableau 6 Exemples des polycétones fongiques. Les formules chimiques représentées 
correspondent aux molécules indiquées en caractères gras. 
 
Polyketides Exemples  
Di Lovastatine,  moniliformine, compactine  
 
 
Tetra 
 
Patuline, acide pénicillique, acide orsellinique, acide 6-methylsalicylique 
                                                                                                                    
 O
O
O O H
H
 
 
Penta 
 
Citrinine, diplosporin, ochratoxine A, melleine  
 
Hexa Acide mycophénolique, Maltoryzine  
Hepta Rugulosin, viomellein, viriditoxin, xanthomegnin 
 
 
Octa 
 
Luteoskyrin, ergochromes  
 
Nona 
 
Zearaleone, Aurovertin B, citrioviridin, cytochalasins, fumonisine   
 
Deca 
 
Acide norsolinic, aflatoxines, , erythoskyrine 
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3.2 Polycétone synthases (PKS)  
 
3.2.1 Structure d’une PKS 
 
Malgré la diversité de leurs structures, les polycétones sont biosynthétisés par le même 
mécanisme. La polycétone synthase est l’enzyme catalysant l’assemblage du squelette 
initial d’un polycétone dans un processus analogue à celui de la biosynthèse des acides 
gras par l’acide gras synthase.  Toutes les PKS peuvent posséder l’un et/ou l’autre des 
domaines enzymatiques suivants: ketosynthase (KS), acyl transferase (AT), ketoreductase 
(KR), enoyle reductase (ER), methyltransferase (MT) ; acyle carrier protein (ACP) et 
thioesterase (TE). Cependant AT, KS, ACP sont les trois domaines principaux tandis que 
les autres sont optionnels (Figure 6). Le domaine ketosynthase (KS) est le domaine le 
plus conservé. Il catalyse les réactions de condensation. Le domaine AT transfère les 
précurseurs acyl-CoA à l'ACP qui « tient » la chaîne du polycétone en extension et 
prépare les précurseurs transportés par AT pour la condensation suivante. Le domaine 
KR réduit le groupe ß-cétone en fonction alcoolique; le DH élimine l’eau de la fonction 
alcoolique pour former un thioester insaturé; le domaine ER catalyse la dernière 
réduction du groupe enoyle; le domaine MT catalyse l’addition d’un groupe méthyle; et 
enfin le domaine TE catalyse la cyclisation ou déplace le produit final du complexe PKS 
une fois que la biosynthèse se termine. 
 
 
 
   Figure 6 Structure d’un PKS montrant les différents domaines  
 
 
3.2.2 Diversité des polycétones synthases fongiques 
 
Dans le cas des acides gras synthases, le groupement ß-cétone  généré est complètement  
réduit par un cycle des réactions séquentielles de réduction (KR, DH et ER) avant la 
condensation suivante et ce jusqu'au moment où le squelette atteint la longueur souhaitée 
KS AT KR DH ER ACP 
5-10 kb 
MT 
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(Figure 7). Ce qui n’est pas le cas avec les polycétones synthases où le niveau de 
réduction varie par l’omission partielle ou totale des réactions de réduction (Figure 7), ce 
qui est la clé de la diversité des PKS fongiques. (Fujii et al., 2001).  
 
 
 
Figure 7 Comparaison de la synthèse d’un acide gras et d’un polycétone. (d’après Gokhale et 
Tuteja, 2001)  
 
 
Ainsi les PKS fongiques sont divisées en 3 classes principales en fonction du niveau de 
réduction du polycétone final (Figure 8). On distingue: 
1- Les PKS qui synthétisent les polycétones réduits: Les polycétones générés par ce 
groupe de PKS subissent plusieurs étapes de réductions (KR, DH et ER) au cours de leur 
biosynthèse si bien que tous les groupments ß-cetone ou presque sont réduits. On peut 
citer les nonacétones et les  dicétones synthases de la lovastatine (produite par A. terreus) 
et de la compactine (P. citrinum), la PKS de la citrinine (M. ruber), la PKS de la 
fumonisine (F. moniliform), la PKS de la toxine T (F. tricinctum).  
2- Les PKS qui synthétisent les polycétones partiellement réduits: Plusieurs PKS de cette 
classe ont été caractérisées comme la MSAS dans la voie de biosynthèse de la patuline 
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chez P. patulum (Beck et al., 1990), MSAS chez A. terreus (Feng et Leonard, 1998). Ces 
PKS contiennent les domaines actifs suivants : KS, AT, DH, KR et ACP où il n’y a qu’un 
seul cycle de réduction aboutissant à la réduction partielle du polycétone. 
 
3- La troisième classe est réservée aux PKS responsables de la production des 
polycétones non réduits: Les PKS de cette classe ne contiennent aucun domaine de 
reduction ER, DH ou KR, ce qui explique l’absence de leurs activités réductrices. Elles 
peuvent avoir en plus d’autres domaines ACP et un domaine Claisen-type cyclase au 
terminus C (Kroken et al, 2003). On peut citer la PKS de l’acide norsolinique, le premier 
intermédiaire dans la biosynthèse des aflatoxines chez A. flavus, A. parasiticus et de la 
sterigmatocystine chez A. nidulans (Yu et Leonard, 1995; Feng et Leonard, 1998), la 
PKS wA impliquée dans la biosynthèse des pigments de spores, YwA1 chez A. nidulans 
et la tétrahydroxynaphtalène synthase dans la biosynthèse de mélanine chez C. 
lagenarium (Cox, 2002). 
 
 
 
Figure 8 Organisation des domaines actifs et diversité des PKS fongiques (NR : non réduit, PR : 
partiellement réduit, HR : fortement réduit) 
 
3.2.3 Quel type ont les PKS fongiques ? 
Selon leur organisation génique, les PKS sont classées en trois types: 
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a) Les PKS de type I sont des protéines multifonctionnelles que l’on trouve chez les 
bactéries et chez les champignons. Elles sont divisées en deux: 
- les PKS modulaires de type I : Ces PKS se trouvent chez les bactéries. Un des exemples 
est la PKS responsable de la production de 6-deoxyerythronolide B chez 
Saccharapolyspora erythraea (Figure 9). Ces PKS modulaires regroupent des sites actifs 
en module sur un même polypeptide utilisé pour synthétiser la chaîne de carbones. Les 
sites actifs de chaque module sont utilisés une seule fois durant l’assemblage de la 
molécule et déterminent le choix des unités de structure et le niveau de réduction ou de 
déshydratation pour le cycle d’extension qu’ils catalysent. La longueur de la chaîne de 
carbones et le nombre de cycles de réaction sont déterminés par le nombre et l’ordre des 
modules dans les polypeptides constituant la PKS. 
 
 
 
Figure 9 Organisation des domaines actifs de 6-deoxyerythronolide B synthase chez S. 
erythraea. Les domaines d’élongation (KS, AT et ACP) sont présents dans tous les modules. 
Seuls certains modules possèdent les activités réductrices avec la présence de KR, DH et ER. 
(d’après Donnelley, 2002). 
 
 
- les PKS itératives de type I : Ces PKS se trouvent chez les champignons (ex.les PKS 
responsables de la production d’aflatoxines chez A. flavus, de lovastatine chez A. terreus, 
des acides 6-methylsalicyclique fongiques) mais aussi chez les bactéries (ex. Les PKS 
responsables de la production d’acide orsellinique chez Streptomyces viridochromogenes 
et des antibiotiques enediyne chez Streptomyces globisporus). Ces PKS itératives 
monomodulaires utilisent d’une façon répétitive leurs sites actifs durant la construction 
de la chaîne de carbones à partir des unités acétates et malonates (Figure 10).  
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Figure 10 Les PKS itératives de type I. A acide 6-methylsalicyclique synthase fongique 
(6MSAS) et B enediyne synthase bactérien 
 
b) Les PKS itératives type II (également connues sous le nom de PKS aromatiques) sont 
impliquées dans la biosynthèse des polycétones aromatiques polycycliques bactériens tels 
que l'actinorhodine (Figure 11) et le tetracenomycine. Contrairement  aux PKS de type I, 
les PKS de type II sont des complexes de protéines monofonctionnelles codés par des 
gènes individuels. L’organisation et l’ordre des gènes des PKS de type II entre les 
différents actinomycètes sont fortement semblables. L'analyse génétique des PKS de type 
II a indiqué que chaque PKS se compose d'une PKS minimal et d’une collection 
d'enzymes auxiliaires (Figure 11). La PKS minimale se compose de quatre enzymes qui 
peuvent synthétiser une chaîne complète de poly-ß-cétone à partir d’unités malonyl- 
CoA: le domaine KSa regroupant les activités KS (ketosynthase) et AT (acyltransférase) 
associé au domaine chain length factor (CLF) forme un complexe hétérodimère qui 
catalyse la formation de la liaison carbone-carbone entre les unités successives de 
malonyl et la chaîne croissante du polycétone. Un domaine acyl-carrier protein (ACP) 
transporte les unités d'extension malonyl vers le site actif de KS-CLF. Le  transfert entre 
le malonyl-CoA et l'ACP est catalysé par la malonyl-CoA acyltransferase (MAT). Les 
enzymes auxiliaires sont une Ketoreductase (KR), un enzyme bifonctionnel aromatase 
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(ARO) cyclase (CYC) et un enzyme cyclase (CYC) qui agissent directement sur la chaîne 
du polycétone déjà formé (Tang et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 A: Représentation schématique des gènes codant pour la PKS itérative de type II 
responsable de la biosynthèse de l’Actinorhodine. La PKS minimale comprend les activités 
enzymatiques suivantes : KSa  (KS/AT), KSß (CLF) et ACP. B: les étapes de la biosynthèse de 
l’Actinorhodine (D’après Hranueli et al., 2001). 
 
 
c) Les PKS de type III sont des enzymes homodimériques itératives isolées chez les 
plantes et les bactéries comme par exemple les chalcones synthases (CHS), stilbene 
synthases (STB), aloesone synthase (ALS), 2-pyrone synthase (2PS) et pentacétone  
chromone synthase (PCS). Ces PKS n’ont pas de domaine ACP comme les autres PKS. 
Ce groupe d’enzymes cités différent entre eux par la nature de l’unité de starter, par le 
nombre des réactions d’élongation et par le mécanisme final des réactions de 
cyclisation/aromatisation (Figure 12) (Abe et al., 2006). 
 
La plupart des PKS fongiques sont des PKS itératives de type I. Récemment, les PKS de 
type III ont été découvertes chez quelques champignons comme A. oryzae, Neurospora 
crassa et F. graminearum (Seshime et al., 2005).  
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Figure 12 Le mécanisme proposé pour la formation de: (A) naringenin chalcone à partir de 4-
coumaroyl-CoA et 3 molécules de malonyl-CoA par la CHS, (B) aloesone à partir d’acetyl-CoA 
et 6 molécules de malonyl-CoA par la ALS, (C) TAL à partir d’acetyl-CoA et 2 molécules de 
malonyl-CoA par la 2PS (D) 5,7-dihydroxy-2-methylchromone à partir d’acetyl-CoA et 4 
molécules de malonyl-CoA par la PCS (d’après Abe et al., 2006). 
 
3.2.4 Organisation des gènes en cluster pour la biosynthèse des 
polycétones 
 
L’adaptation d’un organisme aux conditions environnementales nécessite la coopération 
de plusieurs gènes qui contribuent à sa survie. Dans une chaîne métabolique, le produit 
d’une réaction enzymatique doit être très rapidement repris par l’enzyme suivant afin 
d’assurer une vitesse correcte de formation du produit final et d’éviter d’être détruit par 
des réactions parasites possibles. Un assemblage enzymatique sous forme de complexe 
ou de cluster enzymatique (Yu et Keller, 2005 ; Sidhu, 2002) parait donc une nécessité. 
Si les gènes sont fortement liés, ils pourront former des unités. Ainsi les gènes catalysant 
des métabolites secondaires sont en général organisés en cluster. Plusieurs clusters de 
polycétones sont identifiés chez les bactéries ainsi que chez les champignons. Par 
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exemple, le cluster de l’érythromycine chez S. erythraea est composé de 22 gènes dont 
trois codent pour les protéines multifonctionnelles : DEBS1, DEBS2 et DEBS3 ; le 
cluster de la rapamycine chez S. hyroscopicus contient aussi trois gènes codant pour les 
protéines multifonctionnelles : RAPS1, RAPS2 et RAPS3, et 24 gènes (Lal et al., 2000). 
Chez les champignons, plusieurs clusters codant pour des polycétones sont étudiés. Il 
s’agit des clusters de la biosynthèse des mycotoxines et phytotoxines (aflatoxines, 
fumonisine, trichothecene, gibberelline, alcaloïde de l’ergot, paxilline), des antibiotiques 
(céphalosporine et penicilline), des mélanines et certains produits pharmaceutiques 
(lovastatine et compactine) (Figure 13). 
 
 
 
Figure 13 Organisation en cluster des gènes des PKS fongiques pour la lovastatine, la 
compactine et l’aflatoxine) (Schümann et Hertweck, 2006) 
 
La production de ces métabolites est sous contrôle des clusters qui regroupent tous les 
gènes (ou presque) de la voie de biosynthèse de la molécule. Chez A.  flavus, au moins 25 
gènes responsables de la production d’aflatoxines ont été identifiés. Ces gènes sont 
regroupés dans un cluster de 70 kb (Figure 13), qui est composé de trois grands gènes : 
deux sous unités acides gras synthases (Fas1 5,8 kb et Fas2 5,1 kb), une PKS de 6,6 kb 
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(pksA) et de 22 autres gènes de taille moyenne d’environ 2 kb (Bhatnagar et al., 2003 ; 
Yu et al., 2004). Certaines espèces d’Aspergillus, A. nidulans par exemple, produisent 
des précurseurs d’aflatoxines comme le stérigmatocystine dont les gènes sont regroupés 
dans un cluster de 60 kb qui a des gènes communs avec ceux de l’aflatoxine, mais qui ne 
sont pas dans le même ordre. Des études ont montré que dans ces deux clusters, 
aflatoxines et stérigmacystine, le gène aflR joue le rôle d’un régulateur. Il code pour une 
protéine spécifique de type zinc DNA-binding, nécessaire à l’activation de la 
transcription de la plupart des gènes de structure. La transcription de la voie de 
biosynthèse des aflatoxines peut être activée quand la protéine AflR se fixe sur la 
séquence palindromique 5’-TCGN5CGA-3’ de la région promotrice des gènes de 
structure comme démontré chez A. nidulans, A. flavus et A. parasiticus. Chez A. sojae, 
une souche non productrice d’aflatoxines utilisée dans l’industrie alimentaire, le gène 
aflR est défectif. 
Dans le cas de la biosynthèse du fumonisine, 15 gènes sont regroupés dans un cluster de 
45 kb chez F. verticillioides (G. fujikuroi). Les clusters de la compactine et de la 
lovastatine sont représentés dans la Figure 13. 
L’organisation en cluster n’est pas obligatoirement nécessaire pour tous les métabolites 
secondaires. C’est par exemple le cas de la biosynthèse de mélanine qui est en cluster 
chez A. alternata mais pas chez C. lagenarium (Keller et Hohn, 1997). Walton (2000) a 
suggéré que cette organisation permettait de réguler en coordination l’ensemble de la voie 
de biosynthèse. Geisen et al. (1998, 2000) ont proposé que l’organisation des gènes en 
cluster assure leur  résistance au cours de l’évolution. Il existe également la possibilité 
qu’un gène extérieur au cluster participe à la même voie de biosynthèse avec les gènes du 
cluster. C’est le cas du gène ZFR1 qui est un gène de régulation de fumonisine 
 
3.3.5 Recherche des PKS fongiques 
 
Les champignons filamenteux sont une source extraordinaire de polycétones. Récemment, 
plusieurs génomes de champignons  filamenteux ont été séquencés. Les résultats du 
séquençage ont  indiqué la présence d’un grand nombre de gènes de PKS (Yu et al., 2005; 
Nierman et al., 2005; Machida et al., 2005; Galagan et al., 2005) (Tableau 7) supérieur a 
ceux trouvés chez Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor et d’autres 
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actinomycètes qui sont traditionnellement considérés comme la source la plus importante 
pour les métabolites de type polycétone (Yu et al., 2005). 
Plusieurs techniques sont utilisées pour cloner et caractériser de nouvelles PKS, comme 
par exemple: banque d’ADN génomique, banque d’ADNc, PCR soustractive (Bridge et 
al., 1998). Afin d’identifier de nouveaux gènes de PKS par PCR, des études ont été 
menées pour trouver des amorces ciblant les domaines conservés des PKS. Ainsi trois 
couples d’amorces dégénérées sont dessinés sur le domaine ketosynthase (KS), domaine 
le mieux conservé dans la littérature: le couple d’amorces LC1/LC2c cible les domaines 
KS de PKS fongiques du groupe WA intervenant dans la biosynthèse des pigments, des 
aflatoxines (polycétones non réduits) ; le couple d’amorces LC3/LC5c cible des 
domaines KS de PKS du groupe MSAS intervenant dans la biosynthèse de patuline 
(polycétone partiellement réduit) (Bingle et al., 1999 ; Nicholson et al. ; 2001); et le 
couple KS1/KS2 utilisé pour cibler les domaines KS de PKS d’origines bactériennes et 
fongiques en général (Lee et al., 2001 ; Liou et Khosla, 2003). 
Varga et al., 2003 ont identifié 20 domaines KS différentes par amplification par PCR en 
utilisant le couple d’amorces LC1/LC2c sur l’ADN de différentes espèces d’Aspergillus 
et par la recherche bioinformatique dans le génome d’A. fumigatus.   
 
Tableau 7 Quelques exemples des PKS recherchés chez les champignons 
Espèce Nombre des PKS  Référence  
Aspergillus nidulans 15-20 Machida et al., 2005 
A. fumigatus 14 Varga et al., 2003 
A. terreus 7 Varga et al., 2003 
Cochliobolus sp 40 Nierman et al., 2005 
Fusarium sp 42 Kroken et al.,  2003 
Neurospora crassa 7 Galagan et al., 2005 
 
 
4- Les méthodes de détection des mycotoxines et des champignons 
mycotoxinogènes dans les denrées alimentaires 
 
4.1 Besoin de réglementations 
 
Compte tenu des effets toxiques qu’elles induisent, les mycotoxines introduites dans la 
chaîne alimentaire peuvent exposer à l’homme un certain nombres de problèmes de santé. 
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Des règlements ou des recommandations ont été édictés au niveau national puis européen 
(Tableau 8), et des valeurs guides existent au niveau mondial pour fiabiliser les échanges 
commerciaux des denrées alimentaires du point de vue de la sécurité sanitaire.  
Tableau 8 Règlements européens en vigueur pour la limitation des teneurs en mycotoxines dans 
les denrées alimentaires destinées à l’homme (no 466 du 8/03/2001, JOCE L77 ; no 472 du 
12/03/2002, JOCE L75 ; no 257 du 12/02/2002, JOCE L41, no 123 du 7/02/05) 
Mycotoxines 
 Denrées 
Teneurs ma ximales 
admissibles (µg/kg) 
• Arachides, fruits à coque et séchés, et produits dérivés 2 
• Arachides soumises à un traitement physique avant consommation 
ou ingrédients 8 
• Fruits à coque et séchés soumis à un traitement physique avant 
consommation ou ingrédients 
5 
• Céréales et dérivés, consomma tion directe ou ingrédients 2 
• Céréales soumises à un traitement physique avant consommation 
ou ingrédients 2 
Aflatoxine B1 
• Épices (poivre, piments, paprika, noix de muscade, gingembre, 
safran) 5 
Aflatoxine M1 • Lait 0,05 
• Céréales (dont riz et sarrasin) et produits dérivés, grains bruts 5 
• Vin (rouge, blanc et rosé)  et autres boissons à base de vin et/ou de 
moût de raisins 2 
Ochratoxine A 
• Raisins secs  10 
• Jus de fruits (pomme) et nectar de fruits 50 
• Spiritueux, cidres et boissons fermentées 50 
• Produits à base de morceaux de pomme (compote et purée) 25 Patuline 
• Jus de pomme et produits à base de morceaux de pomme (compote 
et purée) pour nourrissons et enfants en bas âge 10 
 
 
4.2 Principes généraux de la quantification des mycotoxines dans 
les aliments 
 
Les mycotoxines se recherchent dans de nombreux aliments, ce qui en terme d’analyse 
correspond à une multitude de matrices complexes. Les protocoles destinés à la 
quantification des mycotoxines renferment systématiquement des étapes préliminaires de 
préparation des échantillons (broyage, centrifugation, extraction en milieu organique) 
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(Figure 14). Souvent longues et manuelles, ces étapes doivent être optimisées pour 
chaque type de matrice. Dans les aliments les mycotoxines sont souvent sous forme de 
traces, c’est-à-dire en quantité inférieure au ppb, soit inférieure au µg/kg. Ainsi il existe 
toute une panoplie de méthodes fondées essentiellement sur le principe de la purification 
par partition liquide- liquide, SPE (extraction en phase solide) ou par sélection de la 
toxine grâce à une colonne " d'immunoaffinité " dont la principale caractéristique est de 
contenir l'anticorps spécifique de la mycotoxine. Ensuite des méthodes physico- 
chimiques comme la chromatographie sur couche mince (CCM), la chromatographie en 
phase gazeuse (CPG) ou la chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 
permettent la quantification des mycotoxines. D’autres méthodes plus récentes utilisent le 
principe de l’immunoanalyse. Ainsi, les techniques immunochimiques de type ELISA 
autorisent suivant leur configuration soit une détection de type présence ou absence 
(résultat qualitatif), soit une détection semi-quantitative ou quantitative de la mycotoxine. 
Les techniques immunochimiques sont souvent qualifiées de rapides car de nombreux 
échantillons peuvent être analysés à la fois en 3 à 4 heures.  
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Figure 14 Les différentes étapes de la quantification des mycotoxines dans les aliments 
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4.3 Quantification des champignons mycotoxinogènes 
Aujourd’hui les seules techniques disponibles pour l’évaluation des risques liés à la 
présence des mycotoxines sont celles qui permettent le dosage direct des mycotoxines 
décrites dans le paragraphe précédant. Or, lorsque la mycotoxine est produite, il est trop 
tard. En effet, très peu de procédés disponibles sont capables d’éliminer ces mycotoxines 
sans altérer les produits alimentaires ou les matières premières car ces composés sont 
souvent résistants aux traitements chimique et thermique (Olsen et al., 2003). Dans le 
cadre d’une gestion s’appuyant sur la prévention, il serait primordial d’évaluer le nombre 
de champignons toxinogènes présents, à un moment donné, dans la matière alimentaire. 
La détection des champignons par dénombrement sur boîtes de Pétri, puis leur 
identification, classification et enfin la détermination de leur pouvoir toxinogène sont des 
étapes laborieuses, longues et qui nécessitent une expérience confirmée dans la 
taxonomie des champignons (Gams et Niregberg, 1989). Les méthodes immunologiques, 
basées sur les antigènes de surfaces, et la détermination de la quantité d’ergostérol 
présent dans l’échantillon par des méthodes analytiques ne sont pas spécifiques aux 
champignons toxinogènes (Saxena et al., 2001; Pittet et Royer, 2002). 
Ces problèmes peuvent être résolus par l’utilisation de la méthode PCR (polymerase 
chain reaction) qui réduit le temps de détection de quelques jours à quelques heures et qui 
permet de détecter de façon précoce la contamination des produits alimentaires par des 
champignons potentiellement producteurs de mycotoxines. Ces méthodes moléculaires se 
basent sur l’amplification de régions particulières du génome de l’organisme 
potentiellement producteur et elles peuvent être utilisées pour la quantification des 
microorganismes. Elles sont rapides, relativement moins chères et automatisables 
(Russell et Paterson, 2006).  
 
 
4.3.1 Les applications de la PCR dans la détection et la 
quantification des champignons mycotoxinogènes 
 
Des progrès ont été accomplis depuis les 10 dernières années dans la détection et la 
quantification moléculaires des champignons mycotoxinogènes. Les méthodes 
développées dans la littérature sont basées soit sur la détection par PCR ou par PCR 
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multiplex de certaines espèces productrices de mycotoxines, soit sur la quantification de 
ces espèces par PCR semi quantitative ou par PCR quantitative en temps réel.  
4.3.1.1 Principe de la PCR  
L'amplification enzymatique de l'ADN in vitro par PCR est l'une des techniques récentes 
qui est hautement sensible et spécifique. La PCR est une méthode simple composée de 
trois étapes (Saiki et al., 1985): 1) l’ADN est denaturé à température élevée (94°C à 
96°C) pour convertir l'ADN double brins en simple brin; 2) La température est ensuite 
diminuée (au Tm optimale des amorces) afin de permettre aux amorces de s'hybrider à 
leur site complémentaire sur la séquence cible de l'ADN; 3) L'ADN est allongé sous  
l'action d'une ADN polymérase thermophillique par l'addition de nucléotides libres pour 
créer à partir de chacune des amorces une copie de l’ADN initial. La répétition de ce 
processus cyclique de 30 à 35 fois résulte en l'augmentation exponentielle des quantités 
d'ADN de départ (2n, n = nombre de cycles). L'avantage majeur de la PCR est de 
permettre (au sens théorique) la détection d'une simple molécule d’ADN à partir d'un 
mélange complexe d'ADN (Henson et French, 1993). 
 
4.3.1.2 La PCR quantitative compétitive 
L’une des premières méthodes de PCR quantitative mise au point est la PCR quantitative  
compétitive. la PCR compétitive est une méthode semi-quantitative qui est basée sur la 
co-amplification de la matrice d’ADN cible et de quantités données d’un ADN appelé 
standard interne  ou compétiteur portant les mêmes sites de fixation d’amorces. Etant 
donné que la quantité initiale du compétiteur est connue et que les niveaux 
d’amplification de la cible et de l’ADN compétiteur sont les mêmes, la quantité des deux 
produits PCR, déterminée par électrophorèse sur gel, est représentative du taux d’ADN 
cible et de compétiteur présents dans l’échantillon de réaction avant l’amplification. En 
général, le compétiteur est un plasmide linéarisé porteur de la même séquence de 
nucléotides de l’ADN cible, à l’exception d’une insertion ou une délétion pour obtenir à 
la fin de la co-amplification deux bandes de taille différente. L’un des inconvénients de la 
PCR compétitive réside dans la nécessité de construire et de caractériser un compétiteur 
pour chaque cible à quantifier. 
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4.3.1.3 La PCR quantitative 
La PCR quantitative (Q-PCR) repose sur la mesure continue d’une libération de 
fluorescence au cours des cycles de PCR reflétant l’accumulation de produit PCR. 
L’aspect quantitatif réside dans la détermination du Ct (« cycle threshold » ou « crossing 
point ») qui correspond au nombre de cycles minimum nécessaires pour que la 
fluorescence dépasse un seuil fixé au dessus du bruit de fond qui correspond au début de 
la phase exponentielle d’amplification. On distingue plusieurs approches de Q-PCR selon 
les mécanismes conduisant à la libération de fluorescence au cours de l’amplification 
(Figure 15): 
- Emission de fluorescence par un agent intercalant (e.g. SYBRGreen® I) inséré dans 
l’ADN double brin 
- Libération de fluorescence reposant sur : 
· l’activité exonuc léase 5’-3’ de la Taq polymérase s’exerçant sur une sonde (e.g. 
TaqMan®) dont la dégradation, au cours de l’élongation du fragment PCR, 
permet de lever l’action inhibitrice d’un quencher sur un fluorophore. 
· l’hybridation d’une sonde (e.g. Molecular Beacon®, QuantiProbe™) sur sa 
séquence cible sur l’ADN à amplifier conduit à la levée, par éloignement, de 
l’action inhibitrice d’un quencher sur un fluorophore. Lors de l’étape 
d’élongation, la sonde est décrochée mais non dégradée. 
- Fluorescence par transfert d’énergie de résonance (FRET): lors de l’hybridation de 2 
sondes (e.g. LightCycler® hybridization probes) sur leur séquence cible il y a un 
rapprochement des fluorophores. Lors de l’étape d’élongation, les sondes sont décrochées 
mais non dégradées. 
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Figure 15 Principales techniques de la fluorescence au cours de la  Q-PCR 
 
4.3.1.4 La PCR multiplex 
La PCR multiplex est l’amplification simultanée de plusieurs séquences cibles (deux au 
moins) dans un même tube d’amplification. Chaque amplification (dans le même tube) 
doit être indépendante des autres, le résultat devant être identique à celui obtenu 
isolément dans un tube avec un seul couple d’amorces. Chaque produit d’amplification 
doit avoir une taille un peu différente de celle des autres pour obtenir une distinction des 
bandes sur le gel.  La PCR multiplex peut être aussi semi quantitative ou quantitative en 
temps réel. 
 
4.4 Les régions d'ADN cibles pour la détection et la quantification 
moléculaire des champignons mycotoxinogènes 
 
Toute séquence d'ADN qui est spécifique à une espèce particulière ou à un groupe 
d’espèces peut être utilisée pour la détection par PCR (Henson et French, 1993). Les 
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régions cibles utilisées sont décrites dans les sections suivantes. Elles codent pour une 
l'ARNr (nucléaire et  mitochondrial) ou pour la mycotoxine. 
 
4.4.1 L'ADN ribosomal nucléaire et mitochondrial 
 
L’une des  premières applications de la PCR dans la mycologie a été realisée par White et 
al., (1990) concernant l’amplification et le séquençage de l'ADN ribosomal fongique 
pour établir une relation taxonomique et phylogénétique. Les séquences de l'ADN 
ribosomal contiennent des régions conservées et variables, leur évolution permet 
d’étudier l’évolution du génome d’un organisme.  
Les ADNr nucléaires codent pour les gènes des ARNr constitutifs impliqués entre autres 
dans le bon positionnement des ARNrn pour leur traduction en protéine (Lewin, 1994). 
On trouve tout d’abord l’espaceur transcrit externe en 5’ (5’ETS) puis les deux espaceurs 
transcrits internes (ITS1 et ITS2), localisés respectivement entre 18S et 5,8S et entre 5,8S 
et 28S, et enfin l’espaceur transcrit externe en 3’ (3’ETS). Organisés en tandem, les gènes 
ribosomiques possèdent tous la même orientation. Ces gènes sont séparés par des 
espaceurs intergéniques non transcrits ou IGS (InterGenic Sequence) (Figure 16). 
 
                             
Figure 16 Organisation des gènes ribosomiques chez les champignons 
 
De grandes variations génétiques sont trouvées dans les parties non codantes, ITS et IGS 
ce qui permet leur utilisation dans les études de population et les études phylogénétiques 
des champignons filamenteux (Henry et al., 2000; Mirete et al., 2003, 2004; Parenicova 
et al., 2001; Varga et al., 2004; Zhao et al., 2001). En plus, les ITS et les IGS sont 
largement utilisés pour la fabrication des amorces spécifiques permettant de différencier 
les espèces mycotoxinogènes appartenant aux genres Fusarium, Aspergillus et 
Penicillium (Llorens  et al., 2006 ; Gonza lez-Jaen et al., 2004; Patino et al., 2004; Zhao et 
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al., 2001, Patino et al., 2005 ; Pedersen et al., 1997). D’autres séquences de l’ADNr  
comme 18S rADN, 28S rADN et l’ADNr mitochondrial sont aussi utilisés pour la 
fabrication des amorces spécifiques (Edel, 1998). 
 
4.4.2 Séquences des fragments obtenus par AFLP, RFLP, RAPD 
 
La RAPD de l'anglais "Random Amplified Polymorphisms DNA" dérive de la PCR par 
l'emploi de courtes amorces (6 à 10 mers) aléatoires (Williams et al., 1991). Cette 
technique permet d'obtenir des polymorphismes de fragments aléatoires à partir de l'ADN 
nucléaire. L'emploi de la RAPD permet de faire des distinctions au niveau des 
populations et à l'intérieur des espèces, mais demande au préalable l'isolement du 
champignon.  
  
Une autre approche utilisée est les empreintes génétiques de l'ADN génomique à l'aide 
d'analyse AFLP (Amplified fragment- length polymorphism). La réalisation de cette 
technique nécessite tout d’abord la digestion de l’ADN fongique par des enzymes de 
restriction et la ligation des adaptateurs oligonucléotidiques sur les extrémités des 
fragments de restriction. Ensuite une PCR sélective est réalisée en utilisant des amorces 
complémentaires aux adaptateurs et aux sites de restriction. Sur gel d'acrylamide, 
plusieurs dizaines de fragments (généralement entre 500 pb et 1000 pb) peuvent donc être 
visualisés en une seule PCR suivie d'un seul gel sans connaissance préalable des 
séquences nucléotidiques. Cette technique, avec le RAPD, sont largement utilisées pour 
la classification et la caractérisation moléculaire des champignons mycotoxinogènes 
(Varga et al., 1993 ; Frisvad  et al., 2005 ; Perrone et al., 2006). 
Une autre technique de marquage moléculaire utilisée est le RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) qui consiste à couper l'ADN en morceaux, à l'aide d'enzymes de 
restriction, de chaque côté de la région polymorphique laissant celle-ci intacte. Les 
fragments d'ADN sont alors séparés par électrophorèse sur gel, transférés par capillarité 
sur une membrane. Des sondes (fragment d'ADN marqué) capables de reconnaître 
spécifiquement le polymorphisme d'intérêt sont ensuite utilisées pour visualiser les 
fragments d'ADN complémentaires. Quoique très efficace et fiable cette technique est 
souvent tenue en échec lorsque la quantité d'ADN disponible pour les analyses est très 
faible ou lorsque l'ADN est trop endommagé.  
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Ces approches nécessitent toutefois l'isolement des champignons et l'extraction d'ADN en 
grande quantité (Mills et al., 1992; Pryor et al., 1994; Wiglesworth et al., 1994; 
Lanfranco et al., 1995). Ces contraintes rendent difficiles leur utilisation à des fins de 
diagnostic routinier pour détecter les champignons dans les matrices alimentaires. Pour 
cela des fragments obtenus par le RAPD ou AEFLP (marqueur moléculaire) sont 
séquencés puis ces SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) ont été utilisées 
pour construire des amorces spécifiques permettant l’identification des champignons à 
une espèce (Pelegrinelli Fungaro et al., (2004) et Schmidt et al., (2004) pour la détection 
d’A. carbonarius ; Moeller et al., (1999) pour la détection de F. moniliforme et F.  
subglutinans) ou à un groupe d’espèce (Schilling et al., 1996 pour la détection des 
espèces de Fusarium) 
 
4.4.3 Les régions d'ADN codant pour des mycotoxines  
 
La troisième stratégie est de construire des amorces à partir d’une séquence d’un gène 
bien caractérisé. Pour la détection des champignons mycotoxinogènes, les gènes de la 
voie de biosynthèse des mycotoxines sont visés. Actuellement, les « gènes organisés en  
cluster » impliqués dans la biosynthèse des trois groupes des mycotoxines: aflatoxines (et 
leur intermédiaire stérigmatocystine), trichothecène et fumonisines ont été caractérisés 
(Russell et Paterson, 2006). En plus, certains gènes de PKS des autres mycotoxines 
comme l’OTA, la patuline et la zéaralénone ont été identifiés.   
Des amorces construites à partir des séquences des gènes pks ont été fabriquées pour 
détecter les champignons producteurs des aflatoxines (Shapira et al.,1996; Geisen 1996), 
des trichothecène (Niessen et Vogel 1998;  Schnerr et al., 2001; Edwards et al., 2001; 
Lee et al., 2001; Bluhm et al., 2002), des producteurs des fumonisines (Bluhm et al., 
2002; Gonzalez Jaen et al., 2004) et aussi pour les producteur de  la patuline (Paterson et 
al., 2000).   
Récemment le gène de pks responsable de la production d’OTA a été identifié chez A. 
ochraceus (O’Callaghan et al., 2003) et P. nordicum (Geisen et al., 2004), en plus ces 
deux gènes sont différents entre eux. Une amorce universelle permettant de détecter les 
champignons producteurs d’OTA n’est pas encore établie. Or, les méthodes de détection 
par PCR décrites dans la littérature sont spécifiques pour une espèce productrice d’OTA. 
Récemment, Dao et al., (2005) ont fabriqué une amorce permettant de détecter à la fois 
les champignons producteur s d’OTA et de citrinine. 
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Matériels et méthodes 
 
I Matériels 
 
1 Liste des kits utilisés 
 
Kit Fournisseur 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR Kit Qiagen, Courtaboeuf, France 
Colonnes d’immuno-affinité OchraPrep r-Biopharm, St Didier Au Mont D’Or, France 
EZNA Fungal DNA Miniprep   Biofidal, Vaulx en Velin, France 
RapidPURE™ Plasmid Mini Kit MP Biomedicals & Qbiogene, Illkirch, France 
JETQUICK PCR Spin Kit 50 MP Biomedicals & Qbiogene, Illkirch, France 
JETQUICK Gel Extraction Spin 50 MP Biomedicals & Qbiogene, Illkirch, France 
Tri Reagent Euromedex, Paris, France 
Advantage, Clontech  BD Biosciences, Le Pont de Claix, France 
TOPO TA Cloning  Invitrogen, Cergy Pontoise, France 
 
2 Liste des produits utilisés 
 
-Ethanol (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Isopropanol (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)  
-Agarose Mol Bio Grade (Promega, Charbonnières, France) 
-X-Gal (Euromedex, Paris, France) 
-Nitrate de sodium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Extrait de levure (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Extrait de malt (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Agar (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Peptone (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France)   
-Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Milieu PDB (Potato Dextrose Broth) (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Milieu LB (Luria-Bertani) (Difco, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Sulfate d’ammonium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Nitrate d’ammonium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Sulfate de magnésium heptahydraté (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Phosphate de potassium monohydrogéné (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Phosphate de potassium dihydrogéné (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Catéchine (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Chlorure de potassium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Chlorure de sodium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Chlorure d’ammonium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Chloroforme (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Méthanol pour CLHP (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Acétonitrile pour CLHP (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) 
-Acide chlorhydrique (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Hydroxyde de sodium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
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-Hydroxyde de potassium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)  
-Acide acétique (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Acide DL-malique 99 % (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France ) 
-Tween 80 (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France)   
-Sulfite de sodium (Na2SO3) (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Acide tartrique (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-D(+)-Glucose anhydre (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Fructose (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Saccharose (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Maltose (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Glycérol (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Borate de sodium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France)  
-Molybdate d’ammonium (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Sulfate de fer (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Sulfate de cuivre (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France)  
-Sulfate de manganèse (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Sulfate de zinc (Fluka, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Diethyl Pyrocarbonate(Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Polyethylene glycol 6000 (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Tris (Euromedex, Paris, France) 
-Tris (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Sodium Dodecyl Sulfate (Euromedex, Paris, France) 
-EDTA (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-CTAB (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Phénol -chloroforme-alcool isoamylique: 25/24/1 (v/v/v) (MP Biomedicals & Qbiogene, 
Illkirch, France)  
-Bromure d’Ethidium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Tris-Acétate, EDTA 50X (MP Biomedicals & Qbiogene, Illkirch, France) 
-Sorbitol (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Ampicilline (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Hygromycine B (Calbiochem, VWR International, Fontenay sous Bois, France) 
-Enzyme de lyse (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
-Enzyme de restriction: Ecor1, Not1, Sal1, Sma1. (MP Biomedicals & Qbiogene, Illkirch, 
France)  
 
3 Appareils 
 
- pH-mètre (Corning-EEL modèle 109) 
- Chromatographie liquide à haute performance (CLHP) (BIO-TEK, Milan, Italie) avec   
   colonne C18 et logiciel (PC) d’exploitation (Kroma 3000) 
- Autoclave 
- Rotavapeur (Certomat RB Braun, Unimax 2010, Heidolph, Germany) 
- Bain-marie (Bioblock Scientific, Polystat I ref. 33194 220 V) 
- Mixeur (Type 418, Braun, Spain) 
- Centrifugeuse (Jouan) 
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- Microcentrifugeuse (112, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
- Balance de précision (OSI, M-220 D, Drnver Instrument) 
- Balance de pesé: Sartorius B 610 S, (Mettler, type B6C 200, Mettere E Mettler) 
- Etuves (Héraeus). 
- Microscope (Leica, Leitz DM RB)  
- Homogénéisateur (Ultra Thurax)  
- Spectrophotomètre UV-visible (Philips PU 8600) 
- Cuve d’électrophorèse, système horizontale (Embi Tec, San Diego, CA) 
- Système sous vide Visiprep de Supelco (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
France) 
- Thermocycleur (Robocycler gradient 96 stratagene) 
- Real time PCR (ABI PRISMR 7700; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
- Table UV transilluminator 
 
4 Milieux de cultures 
 
a) Czapek Yeast Extract Agar (CYA) 
 
La préparation du milieu CYA nécessite  la préparation préalable des trois solutions A, C  
et Cu+Zn. 
 
Composition pour 1 litre   
    
Saccharose…………………...   30 g 
Extrait de levure……………..    5 g 
Solution A………………...…   50 mL 
Solution C…………………...   50 mL 
Solution Cu+Zn………….…..   1 mL 
Agar………………………….   15 g 
Eau distillée………………….   qsp 1L 
 
Autoclaver 15 min à 121°C        
 
Solution A (500 mL) 
NaNO3……………….    20 g  
KCl……………………..  5 g 
MgSO4.7 H2O…………..  5 g 
FeSO4.7 H2O………….  0,1 g 
Eau distillée……………  qsp 500 mL 
 
Solution C (500 ml) 
K2HPO4………………...  10 g 
Eau distillée……………   qsp 500 mL 
 
 
 Solution métallique Cu+Zn (100 mL) 
ZnSO4, 7H2O…………… 1 g 
CuSO4, 5H2O…………  0,5 g 
Eau distillée……………   qsp 100 mL 
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b) Czapek Dox Agar (CZ) 
 
La composition de ce milieu est la même que CYA mais sans extrait de levure  
 
c) Milieu Synthetique (SM) 
 
La préparation du milieu synthétique nécessite la préparation de deux solutions A et B 
dont la composition est la suivante : 
Solution A 
Composition pour 1 litre  
NH4NO3 ………………………………..  3 g 
K2HPO4…………………………………26 g 
KCl……………………..............………...1 g 
Mg SO4, 7 H2O………………………….. 1 g 
Solution minérale……………………..… 10 mL 
Agar  …………………………………. …15 g 
 
Le pH est ajusté à 6,5 avec 6 N HCl 
 
Solution minérale 
Composition pour 1 litre  
Na2B4O7. H2O………………………….70 mg  
(NH4)6 Mo7O24. 4H2O………..........….50 mg  
FeSO4.7H2O ………………………..1000 mg  
CuSO4.5H2O ………………………..…30 mg  
MnSO4.H2O ……………………….......11 mg  
ZnSO4.7H2O…………………………1760 mg  
 
Le pH est ajusté à 2 avec 6 N HCl 
 
Solution B  
Glucose  ……………………………………100 g/500 mL 
 
Les deux solutions A et B sont stérilisées séparément à 121 °C pendant 20 min. La 
préparation du milieu définitif consiste à mélanger 75 mL de la solution A et 25 mL de la 
solution B dans des Erlenmeyers de 250 mL.  
 
d) Malt Extract Agar (MEA) 
 
Composition pour 1 litre  
 
Extrait de Malt………………. 20 g  
Glucose………………….........20 g  
Peptone…………………...... ...20 g     
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Agar…………………………. 15 g 
Eau distillée…………………. qsp : 1L 
 
Autoclaver 15 min. à 121°C 
 
e) Yeast Extract Saccharose (YES) 
 
Composition pour 1 litre      
 
Saccharose (1M )…………........  341 g      
Extrait de levure………………… 20 g  
Agar……………………………..  15 g 
Eau distillée………………….  qsp : 1L  
 
 Autoclaver 15 min. à 121°C 
 
f) Synthetic Grape Medium (SGM) 
 
Composition pour 1 litre   
Glucose ………....………………. 70 g 
Fructose  …………....…………... 30 g  
Acide tartrique……….......……….. 7 g  
Acide malique …………………... 10 g  
(NH4)2SO4 ………………….. .....0.67 g 
(NH4)2HPO4………………….... 0.67 g  
KH2PO4……….……………...…  1.5 g  
MgSO4.7H2O  ……………….. .. 0.75 g 
NaCl…………..………………    0.15 g  
CaCl2 ……………………… ...… 0.15 g 
CuCl2 ………………  ……….. 0.0015 g 
FeSO4.7H2O………….…… …. 0.021 g  
ZnSO4………………..……    . 0.0075 g 
Catéchine.........…………....…..... 0.05 g  
Agar ……………………………….20 g  
Eau distillée……………….….  qsp : 1L 
 
Le pH est ajusté à 4.2 avec 2 N KOH  
Autoclaver 15 min à 121°C 
 
5 Oligonucléotides 
 
KS1:5’GGRTCNCCIARYTGIGTICCIGTICCRTGIG3’ 
KS2:5’MGIGARGCIYTIGCIATGGAYCCICARCA R3’ 
LC1:5’GAYCCNMGNTTYTTYAAYATG3’ 
LC2c: 5’GTNCCNGTNCCRTGCATYTC3’ 
LC3: 5’GCNGARCAR ATGGAYCCNCA3’ 
LC5c:5’ GTNGANGTNGCRTGNGCYTC3’ 
ß- TubF: 5’CTCGAGCGTAGTAACGTCTAC3’ 
ß- TubR: 5’ AAACCCTGGAGGCAGTCGC3’ 
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hph2F: 5’CGGGGGCAATGAGATATGAAAAAG3’  
hph2R: 5’GAACCCGCTCGTCTGGCTAAG3’ 
AoLC35-12L: 5’GCCAGACCATCGACACTGCATGCTC3’ 
AoLC35-12R: 5’CGACTGGCGTTCCAGTACCATGAGC3’ 
Ac12RL_OTAF: 5’AATATATCGACTATCTGGACGAGCG3’ 
Ac12RL_OTAR: 5’CCCTCTAGCGTCTCCCGAAG3’ 
M13F: 5’GACGTTGTAAAACGACGGCCAG3’ 
M13R: 5’CAGGAAACAGCTATGACCATG3’ 
ATR1: 5’YTG5GC5CCYTG5CC5GTDAA3’ 
ATR2: 5’CATRTGRTGIGARTGRTAIGC3’ 
AcKS9ATL: 5’TCTAGCATGGCCCAGTCACAGCTA3’ 
Ac12RL ATL: 5’GAAGCGCAACTGGAGCTAATTCGC3’ 
AcKS9AT2L: 5’TTGAAGATCTCCAAAGCATGATTC3’ 
Ac12RL3 AT2L: 5’ATCTGGACGAGCGCCCTACGTTAG3’ 
AoKS14disrpF: 5’GAAGCCGTCGAGGCCGGTCTG3’ 
AoKS1disrpR ou AoAT4R: 5’CGCTATAGTGGCCCTTGAGGCGCAG3’ 
 
6 Microorganismes  
 
Les différents champignons producteurs de mycotoxines util isés dans ce travail sont 
référencés dans le tableau 9.  
 
Tableau 9. Les souches fongiques utilisées et les mycotoxines qu’elles produisent 
Espèces                    Mycotoxines            
Aspergillus carbonarius M333 (isolé du café)  Ochratoxine A    
A. carbonarius 2Mu134 (isolé du raisin)   Ochratoxinne A  
A. carbonarius ITA1102 (isolé du raisin)  Ochratoxinne A 
A. carbonarius IS10.8 (isolé du raisin)  Ochratoxinne A 
A. carbonarius PORT219 (isolé du raisin)  Ochratoxinne A 
A. carbonarius GR458 (isolé du raisin)  Ochratoxinne A 
A. niger K1541N (isolé du café)                            Ochratoxinne A 
A. niger 2C939N (isolé du raisin)                           Ochratoxinne A 
A. flavus INRA Toulouse (*)    Aflatoxines B1, B2, G1, G2  
A. melleus NRRL 3519 (**)    Ochratoxinne A    
A. ochraceus NRRL 3174    Ochratoxine A, acide penicillique  
A. ochraceus ITA703 (isolé du raisin)                            Ochratoxinne A  
A. sulfureus NRRL 4077    Ochratoxine A    
A. fumigatus NCPT 13 (***)    Gliotoxine, Fumagilline    
Byssochlamys nivea NRRL 2615   Patuline     
Fusarium. verticillioides NRRL 6442   Fumonisine B1, B2, B3, B4  
Penicillium citrinum NRRL 1843   Citrinine     
P. verrucosum NRRL 3711    Ochratoxine A    
P. chrysogenum NCPT 74                                        Acide penicillique  
P. expansum NCPT 40                                         Patuline  
Monascus ruber NCPT 5    Citrinine  
 
* : INRA : Institut National de Recherche Agronomique, France 
** : NRRL  : Northern Regional Research Laboratory, Illinois, USA 
*** : NCPT: Numéro de Collection du Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, INRA, France 
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II Méthodes 
 
 
 
1 La Préparation de l’inoculum et la conservation 
 
Une suspension de spores (106 spores/mL) est ensemencée dans des boîtes de Pétri 
contenant un milieu CYA. Après 10 jours d’incubation à 25 °C, 5 à 10 mL de solution de 
Tween 80  stérile à 0,01% sont déposés sur chaque boîte de Pétri. Les spores sont raclées 
à l’aide d’un râteau stérile. La suspension de spores ainsi obtenue est filtrée sur de la gaze, 
puis les spores sont dénombrées à l’aide d’une cellule de Thoma. 
Les souches fongiques sont conservées à –20°C sous forme d’une solution de spores 
(glycerol 50% - suspension de spores (50:50 (v /v)) dans des tubes cryogéniques de 1,8 
mL (Nalgene, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France). 
 
 
2 Quantification de la répartition d’OTA chez A. carbonarius entre 
les spores, le mycélium et le milieu de culture 
  
Un disque d’agar de 3 mm contenant l’inoculum du champignon est déposé au centre 
d’un papier de cellophane recouvrant un milieu synthétique du raisin (SGM) sur une 
boîte de Pétri. Plusieurs boîtes sont inoculées pour avoir une grande quantité nécessaire 
pour la quantification. Après la période d’incubation, 20 jours à 25°C, la couche de 
cellophane est enlevée. Les spores sont raclées à l’aide d’un râteau stérile par une 
solution de Tween 80 à 0,01% stérile puis sont filtrée par de la gaze. Le filtrat obtenu est 
centrifugé dans des tubes falcon de 15 mL à 5100 rpm pendant 20 min pour récupérer les 
spores. Les spores sont séchées et pesées puis extraire de l’OTA selon le protocole du 
paragraphe 3.2. D’autre part, la couche de cellophane est séchée puis subit une extraction 
permettant de quantifier l’OTA au niveau des colonies (mycélium et spores). Pour 
quantifier l’OTA dans le milieu, trois carottes (notez le poids sec) sont prélevées du 
milieu puis l’OTA est extraite selon le protocole du paragraphe 4. 
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3 Cinétique de relargage de l’OTA durant la germination des spores 
d’A. carbonarius 
 
3.1 Etude de la cinétique 
 
Une concentration élevée de spores (109 spores/mL) est nécessaire pour l’étude de la 
cinétique de relargage d’OTA au cours de leur germination. Pour cela les spores sont 
raclées à partir de 20 boîtes de Pétri (9 cm) contenant le milieu gélosé CYA. 
Un volume de 1mL de cette suspension de spores est ensemencé dans un Erlenmeyer 
(250 mL) contenant le milieu CYA (50 mL) et est incubé à 25°C sous agitation 240 t/min. 
1 mL de milieu prélevé périodiquement (chaque 2 heure) à partir de 0h jusqu’à la 
formation du tube de germination (observation au microscope), est filtré sur un filtre 0.45 
µm (Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA) pour récupérer spores et milieu de 
culture. Des spores (récupérées avec 3 mL d’eau ultra pure stérile) et du filtrat ont  subi 
une extraction de l’OTA selon le protocole du paragraphe 3.2. 
 
3.2 Dosage de l’OTA présent dans les spores d’A. carbonarius et 
dans le filtrat 
 
Les spores et le filtrat sont additionnés de 1 mL de HCL 1N pour être ensuite extraits 3 
fois par 3 mL de chloroforme. La phase organique est récupérée et évaporée par le 
rotavapeur (40°C et 60 rpm). Les résidus sont repris par 1 mL de MeOH pour doser 
l’OTA par HPLC. 
 
4 Extraction de l’OTA (et d’autres métabolites secondaires 
fongiques) à partir d’un milieu de culture solide 
 
La culture du champignon sur milieu gélosé CYA est réalisée pendant 7 jours à 25°C. 
Trois carottes (notez le poids) de milieu colonisé par le champignon sont prélevées à 
l’emporte-pièce (9 mm) puis déposées dans un tube Eppendorf avec l’addition de 1 mL 
de méthanol. Il y a écrasement de la gélose et incubation à température ambiante pendant 
60 min. L’ensemble est centrifugé 15 min à 13000 rpm puis le surnageant est filtré à 
l’aide d’un filtre (Millex® HV 13 mm; Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA). Le 
filtrat est récupéré  dans un flacon HPLC et conservé à 4 °C. 
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5 Extraction de l’OTA (et d’autres métabolites secondaires 
fongiques) à partir d’un milieu de culture liquide 
 
La culture du champignon est réalisée sur milieu synthétique (SM) liquide à 25°C sans 
agitation pendant 11 jours. La culture liquide est filtrée à travers une membrane en 
nitrocellulose de 0.45µm. 15 mL de filtrat sont placés dans une ampoule à décanter et on 
ajoute 100 µl de HCl concentré qui acidifie le milieu ce qui améliore la décantation. 
Renverser plusieurs fois l’ampoule en dégazant de temps en temps et ajouter délicatement 
15 mL de chloroforme. Renverser plusieurs fois l’ampoule en dégazant de temps en 
temps et laisser décanter quelques instants (bouchon ouvert). Il faut récupérer la phase 
chloroformique (phase inférieure) dans un ballon et évaporer le chloroforme au 
Rotavapeur  à 50 °C avec une légère rotation, 150 rpm.  L’extrait est repris avec 1mL de 
méthanol puis filtré à l’aide d’un filtre (Millex® HV 13 mm; Millipore Corporation, 
Bellerica, MA, USA) et conservé dans un flacon HPLC placé à 4 °C. 
 
6 Extraction et dosage de l’OTA dans le raisin 
 
La méthode utilisée comprend la préparation de l’échantillon, la purification de l’OTA 
par colonne d’immuno-affinité et son dosage par HPLC, en phase inverse, par 
fluorimétrie. 
 
6.1 Préparation de l’échantillon 
 
La purification par colonne d’immuno-affinité nécessite un échantillon de raisin sous 
forme d’un jus limpide obtenu à partir d’une grappe de raisin. Le protocole suivant a 
permis d’obtenir ce jus. 
Il y a décongélation au micro-onde de la grappe de raisin (le poids total est noté). Puis 
l’échantillon est broyé à l’aide d’un mixeur et récupéré dans des flacons de 50mL. Une 
centrifugation a lieu pendant 10 min à 4000 rpm afin d’éliminer les grosses particules et 
de récupérer le surnageant. Une seconde centrifugation pendant 10 min à 4000 rpm 
permet d’éliminer les petites particules et de récupérer le surnageant (mesure du volume 
de jus obtenu). Il y a ajustement du pH du jus de raisin à 7.8 par 2N KOH, puis dilution 
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de 10 mL de jus de raisin avec 10 mL de solution saline de phosphate tamponnée 
(tampon PBS). 
 
6.2 Purification par colonne d’immuno-affinité 
 
L’extraction et la purification de l’OTA se font grâce au module d’extraction en phase 
solide sous vide Visiprep de Supe lco associé à des colonnes d’immuno-affinité 
OCHRAPREP de Rhône diagnostics. 
Après sa préparation, l’échantillon est déposé en haut de la colonne d’immuno-affinité et 
l’élution se fait par le vide. La colonne retient les molécules d’OTA grâce à une 
suspension de gel d’anticorps monoclonaux anti-OTA. L’élution se fait, après lavage de 
la colonne, par une solution de méthanol-acide acétique (98 :2 v/v). 
 
Le protocole est le suivant: 
Avant de commencer, la colonne conservé 4 °C doit être mise à température amb iante 
pendant au moins 30 min. La colonne est lavée avec 10 mL de tampon PBS (ne pas 
assécher la colonne). On procède au dépôt des 20 mL d’échantillon (10 mL de jus + 10 
mL de tampon PBS). La colonne est lavée avec de l’eau stérile (ne pas assécher la 
colo nne) puis l’élution de l’OTA se fait avec 1.5 mL d’une solution de méthanol-acide 
acétique (98:2 v/v). Il faut assécher la colonne puis passer 1.5 mL d’eau stérile et 
récupérer 3 mL d’éluat. 1 mL de l’éluat sera récupéré dans un flacon CLHP pour 
l’analyse ultérieure. 
 
7 Analyse sur HPLC 
 
L'appareil HPLC (High Performance Liquid Chromatography) permet une détection par 
fluorescence (lex = 332 nm; lem = 466 nm) et par UV (détecteur à barrette de diode). Le 
système est équipé également d’une pompe permettant d’obtenir des gradients des 
solvants. Un logiciel (Kroma 3000) permet de piloter l’ensemble du système et d’assurer 
l’acquisition des données. La colonne analytique utilisée est de type Uptisphère 5 µm 
C18 ODB (150 x 4,6 mm) avec une pré-colonne de garde de 10 x 4 mm. La phase mobile 
est un mélange acétonitrile (B) / 0,2 % acide acétique (A) à un débit de 1 mL min-1 et la 
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température de la colonne est de 30 °C. Les injections sont effectuées avec un injecteur 
auto-sampler (BIO-TEK, Milan, Italie) et le volume d’injection est de 80 µl. Pour 
l’analyse ou la séparation des métabolites, deux programmes ont été utilisés. 
 
Programme long sur 45 min 
 
                Solvant 
Temps (min) 
A B 
0 90 10 
30 50 50 
35 10 90 
43 10 90 
45 90 10 
 
Programme court sur 20 min 
 
                Solvant 
Temps (min) 
A B 
0 49 51 
20 49 51 
 
Pour la quantification des métabolites, des courbes d’étalonnage ont été réalisées à partir 
de standards des différents métabolites.  
 
 
8 Extraction des acides nucléiques fongiques 
 
8.1 Préparation du matériel fongique 
 
Une suspension de spores (concentration finale de 106 spores/mL) est ensemencée dans 
un Erlenmeyer (250 mL) contenant un milieu synthétique liquide (100 mL) à 25 °C sans 
agitation pendant 3 jours. La culture liquide est filtrée à travers une membrane en 
nitrocellulose de 0.45µm. Le matériel fongique sous forme d’une galette est récupéré, 
broyé dans l’azote liquide et conservé à -80°C pour l’extraction ultérieure des acides 
nucléiques. 
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8.2 Extraction de l’ADN génomique 
 
Les molécules d’ADN sont libérées par la lyse de la paroi et de la membrane des cellules 
fongiques. Les ARN et les protéines sont traitées par de la RNase A et de la Protéinase K 
(Promega, Charbonnières, France) respectivement. L’ADN génomique est précipité par 
de l’éthanol absolu et resuspendu dans de l’eau ultra pure. 
 
Solution de lyse: 
 
L’extraction d’ADN nécessite la préparation d’une solution de lyse dont la composition 
est donnée ci-dessous : 
 
Tris HCl pH 7.4………………. 100mM  
EDTA ........................ ...............20 mM  
NaCl...........................................250mM  
SDS............................................  2 % 
      H2O ultra pure 
 
La préparation de la solution se termine par une filtration stérilisante par un filtre 0.22 
µm (Millipore). 
 
 
Peser 0.2 g de mycélium et ajouter 800µl de solution de lyse. Puis mélanger et broyer 
avec le Turax (micro disperseur, Labo moderne) et ajouter 5µl de RNase (10 mg/mL). 
Laisser incuber 1h à 37°C. Mélanger et ajouter 10µl de Protéinase K (20 mg/mL) et 
laisser incuber 30 min à 65°C en inversant toutes les 10 min. Il faut ajouter 800µl de 
solution phénol-chloroforme-alcool isoamylique 25/24/1 (v/v/v) et inverser jusqu’à 
l’obtention d’une émulsion. Centrifuger alors 15 min à 13000 rpm. Récupérer la phase 
supérieure (aqueuse) et la transférer dans un nouveau tube Eppendorf et ajouter le 
mélange  phénol-chloroforme alcool isoamylique (v/v) et inverser jusqu’à l’obtention 
d’une émulsion. Centrifuger 15 min à 13000 rpm et récupérer la phase supérieure. La 
transférer dans un nouveau tube Eppendorf et ajouter du chloroforme (v/v) qui va piéger 
les résidus de phénol. Centrifuger 5 min à 13000 rpm. Récupérer la phase supérieure et la 
transférer dans un nouveau tube Eppendorf. Ajouter de l’éthanol 95 % refroidi pour 
précipiter l’ADN et incuber à –20°C pendant au moins 1 h pour faciliter la précipitation. 
Centrifuger 15 min à 13000 rpm et éliminer le surnageant. Le culot est rincé avec 50µl 
d’éthanol 70 % pour enlever les sels. Centrifuger 5 min à 13000 rpm et éliminer le 
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surnageant. Laisser sécher à l’air libre les tubes Eppendorfs retournés. Resuspendre le 
culot dans 50 µl d’eau ultra pure stérile. 
La présence et la pureté de l’ADN sont vérifiées par électrophorèse en gel d’agarose 
(cf§10) et la quantification se fait par mesure de la densité optique (DO) au 
spectrophotomètre (cf§9). 
  
8.3 Extraction d’ARN totaux 
 
La manipulation des ARN est très délicate du fait de la présence dans l’environnement 
(matériaux, peau, paillasses…) d’enzymes destructrices d’ARN, les RNases. De ce fait, 
des précautions sont à prendre pour éliminer les RNases (stérilisation du matériel ou 
lavage au NaOH 4N puis à l’eau DEPC (Diethyl Pyrocarbonate, Sigma), utilisation de 
solutions traitées sans RNase, de cônes à filtres, de gant.). 
L’extraction d’ARN se fait grâce à un kit (Tri Reagent, Genomed) et le protocole se 
déroule comme suit : 
Broyer 300 mg de mycélium avec un Turax dans 1 mL de Tri Reagent. Incuber 5 min à 
température ambiante et ajouter 200µl de chloroforme. Mélanger 15 secondes et laisser 2-
3 min à température ambiante. Centrifuger à 4 °C, 15 min à 13000 rpm et récupérer la 
phase supérieure. Ajouter 500 µl d’isopropanol, mélanger et centrifuger à 4 °C, 20 min à 
13000 rpm. Eliminer le surnageant et sur le culot ajouter 1 mL d’éthanol 75 %. 
Centrifuger à 4 °C, 5 min à 13000 rpm. Vider le surnageant. Sécher le culot et le 
reprendre dans 50µl d’eau DEPC stérile 
 
8.4 Extraction d’ADN à partir des échantillons de raisin 
 
L’extraction d’ADN dans les échantillons des raisins est réalisée selon le protocole 
suivant : une portion de baie congelée (300 mg) est incubée avec 1.5 mL de tampon 
d’extraction (1 M Tris-HCL pH 8, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 3 % CTAB ) avec 15 µl 
de ß- mercaptoethanol pendant 90 min à 65°C sous agitation à 150 rpm. Après 
l’incubation, les échantillons sont centrifugés à 6500 rpm pendant 5 min à 4°C et le 
surnageant est récupéré dans un tube Eppendorf de 2 mL. Un volume de 
chloroforme/alcool isoamylique (24:1) est additionné puis l’échantillon est centrifugé à 
6500 rpm pendant 20 min à 4°C. La phase aqueuse est récupérée, transférée dans un 
                                                                                                                                         Matériels et méthodes 
 
 55 
nouveau tube puis additionnée de 0.1 V d’une solution de  CTAB 10% et un volume de 
chloroforme/alcool isoamylique (24:1) est additionné  puis l’échantillon est centrifugé à 
6500 rpm pendant 20 min à 4°C. La phase aqueuse est récupérée puis additionnée de 0.1 
V de 2-propanol refroidi. Les échantillons sont ensuite incubés à –80°C pendant 60 min 
puis centrifugés à 13000 rpm pendant 20 min. Les culots sont repris dans 300 µl d’ H2O 
stérile et ensuite sont traités selon le protocole du Kit « EZNA Fungal DNA Miniprep » 
(Biofidal, France), en commençant par l’étape 8 du protocole B afin de purifier l’ADN 
fongique.  
 
9 Quantification de l’ADN et de l’ARN 
 
Le dosage se fait dans une cuve en quartz, à deux longueurs d’ondes différentes, à 260 
nm, la longueur d’onde d’absorption des acides nucléiques et à 280 nm, la longueur 
d’onde d’absorption des protéines. La pureté des échantillons est donnée par le rapport 
des DO (DO260 nm/DO280 nm). Si le rapport est inférieur  à 1.6, il y a une contamination par 
des protéines et s’il est supérieur à 1.9, il y a une contamination par des ARN. 
La quantité d’ADN est donnée par la formule suivante  : 
[ADN] = DO260 nm × 50 * × Facteur de dilution (ici, 200) 
*1 unité de DO 260 nm = 50µg/mL d’ADN 
Le calcul de la quantité d’ARN suit la même formule mais le facteur 50 est remplacé par 
un facteur 40 parce qu’une unité de DO260 nm  = 40µg/mL d’ARN. 
 
10 Electrophorèse en gel d’agarose 
 
Grâce au champ électrique présent dans la cuve d’électrophorèse horizontale, les acides 
nucléiques se déplacent au travers les mailles du gel d’agarose. La séparation se fait en 
fonction de la taille et du niveau d’encombrement des acides nucléiques, de la 
concentration du gel d’agarose, du voltage et de la force ionique du tampon. 
 
10.1 Préparation du gel et la migration 
 
Le tampon utilisé pour la migration et la préparation du gel est du TAE 1X : Tris-Acétate, 
EDTA (acide Diamine Ethylène -Tétra-Acétique). Les sels contenus dans ce tampon 
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permettent la conduction du champ électrique dans la cuve d’électrophorèse horizontale. 
Nous utilisons un gel à 0.8 % d’agarose. L’agarose en poudre est porté à l’ébullition au 
four à micro-onde dans du tampon TAE 1 X.  Puis 2 µl de BET sont ajoutés. Les 
échantillons sont alourdis par un tampon de charge « Blue/Orange Loading Dye, 6X » 
(Promega) et sont déposés dans les puits du gel d’agarose immergé dans du tampon TAE 
1X. Le marqueur de taille:1Kb DNA Ladder (Promega) sert de référence pour estimer la 
taille des fragments d’acides nucléiques. 
 
10.2 Analyse du gel 
 
Le BET est un agent mutagène qui s’intercale entre les bases des acides nucléiques. Il 
permet de visualiser les bandes par sa fluorescence sous UV (254 nm). Le BET doit être 
utilisé avec beaucoup de précaution, il est ha utement cancérigène. Après migration, le gel 
est analysé par l’utilisation d’un trans-illuminateur (table UV). 
 
11 La PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
Les trois étapes d’un cycle de PCR se déroulent à des températures précises dans un 
thermocycleur (Robocycler gradient 96 Stratagene). Le thermocycleur est un système 
automatique, programmable qui permet le passage d’une température à l’autre et la 
répétition du cycle. 
 
Protocole 
 
Un kit invitrogen est utilisé pour la préparation du mélange réactionnel. Ce kit est 
composé d’une enzyme, la Taq DNA polymerase, d’un tampon et du MgCl2. Le mélange 
réactionnel est composé de : 
 
amorce 1 (50 µ M)…………………  1 µl 
amorce 2 (50 µM)……………....... 1 µl 
dNTP (10 mM chacun)…………..…   1 µl 
MgCl2 (25mM)………..………….    1.5µl 
Tampon 10 X PCR…………….… 5 µl 
Taq DNA polymerase 5U/µl …….. 0.5 unité 
ADN…………………………… ~ 200 ng 
H2O stérile……………………….qsp 50 µl 
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La PCR est programmée comme suit : 
 
Première étape : - Dénaturation 94 °C pendant 4 min. 
 
Deuxième étape : 35 cycles  
 - Dénaturation 94 °C pendant 45 sec. 
 - Hybridation T °C pendant 45 sec.  
- Elongation 72 °C pendant t min.  
(T dépend de l’amorce) (t dépend de la taille du fragment à amplifier) 
 
Troisième étape : - Elongation 72 °C pendant10 min. 
 
 
12 La reverse transcription (RT) -PCR 
 
La RT-PCR est une technique qui a pour but d’étudier l’expression des gènes. Elle se fait 
en deux étapes, la reverse transcription (RT) et la PCR. 
 
Protocole 
 
Un kit est utilisé pour la RT-PCR, il est composé d’une Réverse transcriptase : MMLV 
reverse transcriptase, d’un inhibiteur de RNase (40 U/µl), des oligodT (20 µM), des 
dNTP et du tampon 5 X (Kit  : Advantage, Clontech, BD Biosciences). 
 
Préparer un microtube contenant : 
 
 ARN……………………………. 5 µg 
 OligodT…………………………. 1 µl 
 Eau DEPC 0.01 % stérile………. qsp 10 µL 
 
Incuber 5 min à 70 °C.  Mettre dans la glace et ajouter: 
 
 Tampon 5X……………………...  4 µl  
 dNTP (RT 100mM)……………..  2 µl 
 Inhibiteur de RNase……………. 1 µl 
 Eau DEPC 0.01 % stérile………. 1 µl 
 
 
Incuber 5 min à 37 °C.  Ajouter 1 µl d’enzyme Rtase et incuber 1 h à 42 °C, puis 15 min 
à 70 °C. Ajouter ensuite 60 µl d’eau DEPC 0.01 % stérile. 
 
Les ADN complémentaires ainsi obtenus sont ensuite amplifiés par PCR. Lors de la PCR, 
trois témoins sont utilisés. Deux témoins impliquant l’utilisation d’amorces de la 
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b tubuline (gène toujours présent) en prenant le produit de la RT et l’ADN génomique 
comme matrices. Le troisième témoin est le témoin négatif (sans le produit de la RT), il 
permet de voir une éventuelle contamination par de l’ADN génomique. 
 
13 La PCR quantitative 
 
La PCR en temps réel est effectuée sur un instrument ABI PRISMR 7700 (Applied 
Biosystems). La composition du mélange réactionnel, sous un volume final de 25 µl, est 
la suivante:  
 
 
2x Quantitect SYBRR® Green I Mix ………………12.5  µl  
Amorce 1 (50 µ M)……………………………….    0.15  µl 
Amorce 2 (50 µM)…………………………………   0.15 µl 
ADN…………………………………………………  2.5  µl 
H2O stérile………………………………………    qsp 25 µl 
 
Le programme est le suivant: 50 °C pendant 2 min, 95 °C pendant 15 min puis 40 cycles 
de 94 °C pendant 15 s, 58 °C pendant 30 s et 72 °C pendant 30 s. 
 
Réalisation de la courbe standard de l’ADN génomique 
 
Une série de dilution de 10 fois de l’ADN génomique entre 1 µg et 1 pg a été analysée 
par PCR en temps réel pour l’élaboration de la courbe standard. Les extraits d’ADN des 
écha ntillons de raisin sont analysés par la PCR quantitative et la quantité d’ADN présente 
dans un échantillon est calculée à partir de la courbe standard élaborée.  
 
14 Le clonage 
 
14.1 Le principe 
 
Le clonage d'un fragment d'ADN consiste à insérer ce fragment dans un vecteur ADN: un 
plasmide ici, puis ce vecteur recombinant est introduit, par choc thermique, dans une 
cellule hôte: Escherichia coli qui est ensuite étalée sur un milieu LB gélosé. Elle va se 
diviser et donner une colonie: population de cellules identiques contenant le fragment 
d'ADN de départ inséré dans le vecteur.  
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14.2 Préparation des boîtes de Pétri LB agar 
 
Préparer 2 boîtes de Pétri de LB agar (LB: 25g/L ; Agar:15g/L) contenant 50µg/mL 
d'ampicilline et  les mettre à l'étuve 37 °C pendant 30 min. Etaler 40µl de X-gal (5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside). Laisser les boîtes à 37 °C pendant 30 
min avant utilisation. 
 
 
14.3 Le protocole de clonage 
 
Le kit utilisé est le TOPO TA Cloning (Invitrogen). Les réactifs fournis par le kit sont : 
 
-Le vecteur TOPO-pCR2.1  
-Les cellules compétentes: ce sont des cellules d'Escherishia coli.(TOP10F’ One 
Shot E.coli) 
-Solution saline (1.2 m NaCl, 0.06 M MgCl2) 
-Le milieu SOC (2% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 0.05% NaCl, 2.5 mM KCl, 10 
mM MgC l2, 20 mM glucose) 
 
 
14.3.1 Ligation 
 
Ajouter dans un tube Eppendorf (0.2 mL) stérile: 
 
TOPO-pCR2.1…………………………………………….…………………………….. 1µl 
Fragment d’ADN (Produit de PCR ou fragment d’ADN purifie du gel) ………………..4µl 
Solution saline……………………………………………………………………………1µl 
 
Mélanger doucement et incuber la préparation pendant 30 min à température ambiante.   
 
14.3.2 Transformation 
 
Centrifuger par un pulse le tube contenant le mélange de ligation et le placer dans la 
glace. Sortir les cellules compétentes (stockées à  – 80 °C), les mettre dans un bain de 
glace jusqu'à leur décongélation. Transférer 4µl de mélange de ligation dans le tube de 
cellules compétentes et mélanger en agitant doucement le tube et le mettre 30 min dans la 
glace. Faire un choc thermique: placer le tube 30 à 40 sec dans un bain-marie à 42 °C 
(sans agiter) puis le mettre immédiatement dans la glace pendant 5 min. Ajouter 250µl de 
milieu SOC à température ambiante. Incuber à 37 °C sous agitation (200 rpm) pendant 
1h. Etaler 20µl et 40µl du mélange de transformation sur deux boîtes LB agar contenant 
de l’ampicilline (50µg/mL). Incuber les boîtes une nuit (16 à 24 heures) à 37 °C. 
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14.3.3 Analyse et conservation des clones 
 
Après incubation, analyser les clones blancs (prendre 10 clones) par PCR en utilisant le 
couple d’amorce M13 Forward/ M13 Reverse. Puis faire une culture des clones positifs 
dans un milieu LB liquide contenant de l’ampicilline (50µg/mL). Conserver les clones 
recombinants dans le glycérol (à une concentration finale de 25%) dans des tubes 
cryogéniques de 1,8 mL (Nalgene, Fisher) et les conserver à –20°C. 
 
14.3.4 Mini préparation d'ADN plasmidique  
 
La purification de l'ADN plasmidique a été fait par un kit (RapidPURE™ Plasmid Mini 
Kit)  selon le protocole décrit par le fournisseur. 
 
 
15 La rupture du gène et la transformation d’A. ochraceus NRRL 
3174  
 
 
15.1  Rupture du gène 
 
Un fragment de 2 kb du gène d’intérêt est cloné dans le plasmide pCR TOPO2.1. Ensuite, 
la cassette de résistance à l’hygromycine B phosphotransférase (hph ) d’Escherichia coli, 
générée à partir du plasmide pID21 (Tang et al., 1992) est insérée dans ce fragment de 2 
kb pour former le vecteur de transformation. La transformation est faite par la fusion de 
ce dernier avec des protoplastes d’A. ochraceus NRRL 3174. 
 
15.2 Formation des protoplastes 
 
Une suspension de spores d’ A. ochraceus NRLL 3174 (concentration finale de 106 
spores/mL) est ensemencée dans des boîtes de Pétri contenant un milieu CYA. Après 10 
jours d’incubation à 25 °C, 5 à 10 mL de solution de Tween stérile à 0,01% Tween 80, 
Fisher)  est déposée, les spores sont raclées à l’aide d’un râteau stérile. La suspension de 
spores ainsi obtenu est filtrée par la gaze, puis centrifugé pour éliminer le surnagent. Les 
spores sont lavées avec 10 mL de solution  de 0.9% NaCl. La suspension est centrifugée 
puis le culot est suspendu dans 2 mL de solution de 0.9% NaCl puis les spores sont 
dénombrées à l’aide d’une cellule de Thoma. 
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Pour la préparation des protoplastes, 4.106 spores/mL d’ A. ochraceus sont ensemencées 
dans un milieu liquide YES pendant 15h à 30°C sous agitation (125 rpm) jusqu'à la 
germination des spores (vérification au microscope). Le mycélium est récupéré par 
filtration sur papier muslin (miracloth, Calbiochem) puis lavé avec 200 mL de solution 1 
(0.6M MgSO4). Le papier muslin est séché stérilement entre des papiers essuie-tout puis 
le mycélium est pesé stérilement dans une boîte de Pétri stérile. Le mycélium est ensuite 
transféré dans un tube Flacon (15 mL), resuspendu dans la solution 2 (1.2M MgSO4 in 
10mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH5.8). On ajoute l’enzyme de lyse puis on incube dans la 
glace pendant 5 min. Puis la préparation est mise en agitation (100 rpm) 28°C pendant 
une heure. La formation des protoplastes est confirmée par observation sous le 
microscope. 
 NB : la concentration finale de mycélium est de 1g/10 mL et celle de l’enzyme est de 
40mg/mL. 
 
15.3 Purification des protoplastes 
 
Ajouter à la suspension des protoplastes ainsi formés un volume de tampon de séparation 
A (0.6M sorbitol, 100mM Tris-Cl, pH 7.0) puis centrifuger à 3000 rpm pendant 15min. 
Les protoplastes se trouvent à l’interphase et sont ensuite récupérés dans un nouveau tube 
falcon. Le volume est complété à 10 mL par le tampon de séparation B (1.2mM sorbitol, 
10mM tris-HCl, pH7.5). Passer ensuite à la centrifugation (2600 rpm pour 10 min) pour 
récupérer les protoplastes dans le culot puis faire un deuxième lavage avec 10 mL de 
tampon de séparation B. Les protoplastes sont ensuite suspendus dans 0.2mL de solution 
7 (1.0M sorbitol, 10mM CaCl2, 10mM Tris-HCl, pH7.5). La concentration des 
protoplastes est déterminée et ajustée à la concentration à 2.107 protoplastes/mL avec la 
solution 7. 
 
 
15.4 Transformation  
 
Ajouter 6µg de vecteur de transformation déjà préparé (digéré par Not1) dans 150µl de la 
solution de protoplastes (2.107 protoplastes/mL). Ajouter ensuite 50 µl de solution 8 
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(60% PEG, 10mM CaCl2, 10mM Tris-HCl, pH7.5). Agiter doucement puis incuber dans 
la glace pendant 20 min. Ajouter 500 µl de solution 8 puis incuber 20 min à température 
ambiante. Ajouter ensuite de 500 µl de solution 7 et ajouter 30mL de milieu overlay 
(0.3% agar YES) puis distribuer dans 10 boîtes de Pétri contenant du milieu YES.  
   
Incuber les boîtes à température ambiante pour un jour. Ajouter sur les boîtes 3mL de 
0.3% agar YES contenant de l’hygromycine B. La concentration finale de hygromycine B 
par boîte de Pétri est de 150µg/mL. Les boîtes sont ensuite incubées à 30°C pour 4 jours 
jusqu'à l’apparition des colonies mutantes. Les colonies sont ensuite repiquées plusieurs 
fois sur des nouvelles boîtes YES+ hygromycine B pour leur analyse. 
 
15.5 Confirmation de la rupture du gène et analyse des mutants 
 
La transformation est ensuite vérifiée par une PCR (pour l’intégration de la cassette hph). 
Les mutants sont ensuite cultivés dans un milieu liquide SM pour comparer le profil 
métabolique (par HPLC) des mutants à celui de la souche sauvage. 
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Chapitre I. Diversité des polycétones synthases chez A. ochraceus 
NRRL 3174 et A. carbonarius 2Mu134 producteurs d’OTA 
 
 
I.1 Introduction 
 
Les  polycétones synthases (PKS) fongiques sont responsables de la biosynthèse des 
mycotoxines et d’autres métabolites secondaires par la condensation successive de petits 
acides carboxyliques dans un processus analogue à celui de la biosynthèse des acides gras. 
Dans l’objectif de comprendre les voies de biosynthèses des mycotoxines, le nombre de 
PKS caractérisées augmente sans cesse. Récemment, plusieurs génomes de champignons 
filamenteux ont été séquencés indiquant la présence d’un grand nombre de gènes de PKS 
(Yu et al., 2005; Nierman et al., 2005; Machida et al., 2005; Galagan et al., 2005), 
dépassant le nombre trouvés chez Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor et les 
actinomycètes qui sont traditionnellement considérés comme la source la plus abondante 
pour les métabolites de nature polycétone (Yu et al., 2005). 
 
Les PKS fongiques sont souvent divisées en 3 classes principales en fonction du niveau 
de réduction du polycétone final : i) les PKSs pour les polycétones non réduits, ii) les 
PKSs pour les polycétones partiellement réduits, et iii) les PKSs pour les polycétones 
réduits. La plupart des PKS fongiques sont des PKS itératives de type I car elles 
contiennent un seul module et les sites actifs du module sont utilisés plusieurs fois durant 
la construction de la chaîne de carbones à partir des unités acétate et malonate. Un 
module peut posséder l’un et/ou l’autre des domaines enzymatiques  suivants: 
ketosynthase (KS), acyl transferase (AT), ketoreductase (KR), enoyle reductase (ER), 
methyltransferase (MT); acyle carrier protein (ACP) et thioesterase (TE). Cependant AT, 
KS, ACP sont les trois domaines principaux tandis que les autres sont optionnels. 
 
Parmi les champignons mycotoxinogènes, A. ochraceus et A. carbonarius sont considérés 
comme contaminants fréquents de plusieurs produits agricoles. A. ochraceus contamine 
plusieurs denrées alimentaires comme le café, les céréales, le cacao,  etc. en produisant 
plusieurs mycotoxines comme l’ochratoxine A, l’acide pénicillique et la viomelleine. A. 
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carbonarius (Horie, 1995 ; Wicklow et al., 1996) est un contaminant majeur de certaines 
denrées tropicales et subtropicales responsable de la production d’ochratoxine A dans les 
raisins (Pitt, 2000; Varga et Kozakiewicz, 2006). Ces champignons sont capables de 
produire d’autres polycétones comme certains naphtopyrones et pigments. Chez A. 
ochraceus 5 gènes de PKS ont été identifiés à ce jour (Edwards et al., 2002 ; Varga et al., 
2003 ; O’Callaghan et al., 2003). Cependant aucune étude sur la recherche et la diversité 
des gènes de PKS chez A. carbonarius n’a été réalisée.  
 
Dans cette partie, nous avons entrepris de démontrer la diversité des PKS présentes chez 
A. ochraceus et A. carbonarius en utilisant des couples d’amorces spécifiques et 
dégénérées. L’étude phylogénétique nous a permis de prédire pour quel groupe de 
polycétone les PKS obtenues chez ces champignons coderaient. Nous avons aussi 
entrepris d’étudier la cinétique d’expression de AoLC35-2 qui pourrait intervenir dans la 
biosynthèse d’acide pénicillique au cours du développement d’A. ochraceus. 
 
I.2 Stratégie 
 
Afin d’identifier de nouveaux gènes de PKS par PCR, des études ont été menées pour 
trouver des amorces ciblant des domaines conservés des PKS comme le domaine 
ketosynthase (KS), domaine le mieux conservé. Dans cette étude, nous avons utilisé trois 
couples d’amorces dégénérées (LC1/LC2c, LC3/LC5c et KS1/KS2) et un couple 
d’amorces spécifiques AoLC35-12R/L.  Le couple d’amorces LC1/LC2c cible des 
domaines KS de PKS fongiques du groupe WA intervenant dans la biosynthèse de 
pigments, des aflatoxines (polycétones non réduits); le couple d’amorces LC3/LC5c cible 
des doma ines KS de PKS du groupe MSAS intervenant dans la biosynthèse de patuline 
(polycétone partiellement réduit) (Bingle et al., 1999 ; Nicholson et al., 2001), le couple 
KS1/KS2 est utilisé pour cibler les domaines KS de PKS d’origines bactériennes et 
fongiques en général (Lee et al.,  2001 ; Liou et Khosla, 2003) et le couple d’amorces 
AoLC35-12R/L dessiné à partir du domaine KS du gène PKS intervenant dans la 
biosynthèse de l’OTA chez A. ochraceus NRRL 3174 (Dao et al., 2005).  
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Les produits PCR obtenus après amplification réalisée avec l’ADN génomique d’A. 
ochraceus NRRL 3174 et A. carbonarius 2Mu134 sont clonés puis séquencés. Les 
séquences obtenues sont traduites en acides aminés pour les comparer avec des séquences 
disponibles dans les banques de données en utilisant le logiciel BLASTp (Altschul et al., 
1997). Les introns éventuels sont repérés manuellement puis retirés de la séquence 
nucléotidique lors de la traduction. L’existence des introns est ensuite vérifiée par 
séquençage des produits PCR obtenus après amplification à partir de l’ADNc générés par 
un couple d’amorces couvrant la séquence d’intron. 
 
I.3 Résultats et discussion 
 
I.3.1 Amplification et analyse des domaines KS 
 
Au total, 9 domaines KS et 5 domaines KS différents sont identifiés respectivement chez 
A. ochraceus NRRL 3174 et A. carbonarius 2Mu134: 3 séquences chez A. ochraceus 
(AoKS1, AoKS9 et AoKS11) et 2 séquences chez A. carbonarius (AcKS9 et AcKS10) 
avec le couple d’amorces KS1/KS2 ; 3 séquences chez A. ochraceus (AoLC35-2, 
AoLC35-6 et AoLC35-12) et 2 séquences chez A. carbonarius (AcLC35-4 et AcLC35-6)  
avec le couple d’amorces LC3/LC5c et 3 séquences chez A. ochraceus (AoLC12-9, 
AoLC12-12 et AoLC12-14) avec le couple d’amorces LC1/LC2c. Une séquence 
(Ac12RL3) chez A. carbonarius a été identifiée en utilisant le couple d’amorce spécifique 
AoLC35-12R/L (Tableau 10). Le motif conservé, caractéristique du domaine KS, 
D(T/A)AC(S/A)SS, est présent dans toutes les séquences (Figure 17). La comparaison de 
ces séquences avec celles disponibles dans les banques de données montre que ces 
domaines KS ont une forte identité avec d’autres PKS fongiques (Tableau 10). Par 
exemple, les séquences AoKS1, AoKS11, AoLC35-6, Ac12RL3 et AcKS9 montrent 
environ 50-65 % d’identité avec les domaines KS des nonacétone s synthases d’A. terreus 
(lovB, N° d’accession de Genbank : AAD39830) et de P. citrinum (mlcA, N° 
BAC20564). Les séquences AoKS9, AoLC35-12 et AcKS10 donnent environ 50% 
d’identité avec les dicétones synthases de A. terreus (lovF, N° AAD34559) et de P. 
citrinum (mlcB, N° BAC20566). En addition, la séquence AcKS10 présente une forte 
identité (78%) avec la séquence aopks responsable de la biosynthèse d’OTA chez A. 
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ochraceus (O’Callaghan et al., 2003). La séquence AoLC35-2 a environ 65% d’identité 
avec les PKS du groupe MSAS telles que la pksM d’A. terreus (N° AAC49814) et la 
MSAS de P. griseofulvum (N° CAA39295). La séquence AcLC35-4 a environ 47% 
d’identité avec les PKS du groupe MSAS chez A. terreus (N° AAC49814) et P. patulum 
(N° CAA39295) et 44% d’identité avec otapksPN chez P. nordicum (N° AY557343) 
responsable de la biosynthèse d’OTA (Karolewiez et Geisen, 2005). La séquence 
AcLC35-6 présente une identité de 47 % avec la 6MSAS chez Byssochlamys nivea (N° 
AAK48943). De plus, les deux séquences AcLC35-4 et AcLC35-6 présentent la plus 
forte homologie (85 et 71 % respectivement) avec les PKS de type I de chez Bacillus 
subtilis (N° AL009126). 
  
Une identité supérieure a été obtenue pour les séquences amplifiées avec le couple 
d’amorces LC1/LC2c. Ainsi AoLC12-9 et AoLC12-12 ont montré de 80 jusqu’à 86% 
d’identité avec les PKS intervenant dans la synthèse de naphtopyrones chez A. terreus et 
A. nidulans. AoLC12-14 presente une identité de 60 à 63% avec les PKS conduisant à la 
synthèse de mélanine chez C. lagenarium et M. purpureus respectivement. 
 
 
 
Figure 17  Alignement du domaine KS des séquences de PKS identifiées dans cette étude 
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Tableau 10  Pourcentage d’identité des séquences protéiques correspondant aux domaines KS 
amplifiés chez A. ochraceus et A. carbonarius par PCR avec des PKS de la littérature 
 
Nom des séquences Taille  Intron % d’identité (Blastp) 
AoKS1 705 pb Non 
AoKS11 720 pb Non 
AoLC35-6 705 pb Non 
Ac12RL3 540 pb Non  
AcKS9 680 pb Non 
50-60% avec lovB d’A. terreus et mlcA de P. 
citrinum (nonacétones synthases, polycétones 
réduits) 
AoLC35-12 820 pb 66 pb 
AoKS9 700 pb 60 pb 
AcKS10 695 pb 48 pb 
48-50% avec lovF d’A. terreus  et mlcB de P. 
citrinum (dicétones synthases, polycétones 
réduits) 
AoLC35-2 680 pb Non 
AcLC35-4 644 pb Non  
AcLC35-6 668pb Non  
47-65% avec les PKS du groupe MSAS 
(polycétone partiellement réduit) 
AoLC12-9 722 pb Non 
AoLC12-12 825 pb 
54 pb, 
48 pb  
80-86% avec les PKS de naphtopyrone (A. 
nidulans), de pigment de spore (A. terreus) 
(polycétones non réduits) 
AoLC12-14 776 pb 50 pb 
60-63% avec des PKS de la mélanine chez C. 
lagenarium et M. purpureus (polycétones non 
réduits) 
 
 
Les résultats du BlastP nous ont permis de diviser les séquences obtenues en trois 
différents groupes: le premier  groupe comprend les séquences (AoKS1, AoKS11, AoKS9, 
AoLC35-6, AoLC35-12, AcKS9, AcKS10 et Ac12RL3) qui ont des pourcentages 
d’identité élevée avec des PKS catalysant des polycétones réduits comme les nonacétones 
ou dicétones. Le deuxième groupe contient les séquences (AoLC35-2, AcLC35-4 et 
AcLC35-6) qui sont proches des PKS de type MSAS catalysant des polycétones 
partiellement réduits. Le dernier groupe comprend des séquences (AoLC12-9, AoLC12-
12 et AoLC12-14) qui ont des pourcentages d’identité élevée avec des PKS catalysant des 
polycétones non réduits tels que: naphtopyrones, mélanine.  
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Plusieurs mycotoxines produites par A. ochraceus (comme OTA, viomelleine, 
xanthomegnine et acide pénicillique) et A. carbonarius (OTA) appartiennent aux groupes 
des polycétones réduits et partiellement réduits. Nous nous sommes particulièrement 
intéressés aux gènes codant pour la biosynthèse de ces groupes des polycétones. La suivie 
de la cinétique de production de l’acide pénicillique ainsi que l’expression de certaines 
PKS chez d’A. ochraceus montre une certaine association de la biosynthèse du métabolite 
et de l’expression de AoLC35-2. L’expression de ce gène commence au 3ème jour de 
croissance pour atteindre un niveau maximal au 8ème jour pendant la phase active de 
croissance. Au delà du 11ème jour de croissance, AoLC35-2 n’est plus exprimé. La periode 
d’expression de ce gène coïncide avec la période de biosynthèse de l’acide pénicillique . 
(Figure 18). Ce gène pourrait intervenir dans la biosynthèse de l’acide pénicillique. 
 
Figure 18 (A) La cinétique de production d’acide pénicillique au cours du développement d’A. 
ochraceus  pendant 17 jours sur un milieu synthétique à 25°C et (B) l’expression de AoLC35-2 par 
RT-PCR 
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I.3.2 Production des polycétones chez A. ochraceus NRRL 3174 et A. 
carbonarius 2Mu134 
 
La production de certains polycétones chez A. ochraceus et A. carbonarius a été suivie au 
cours de leur croissance par HPLC. L’identification des métabolites a été réalisée par 
HPLC grâce à la comparaison, avec des standards, du temps de rétention, du maximum 
d’absorption du spectre UV et/ou de la fluorescence (Tableau 11). Pour A. ochraceus, 
nous nous sommes intéressés particulièrement aux polycétones/mycotoxines tels que 
OTA, melleine, hydroxymelleine, acide pénicillique, asperlactone, isoasperlactone, 
viomelleine et xanthomegnine. Parmi ces métabolites, seule l’OTA a été enregistrée chez 
A. carbonarius qui produit d’autres polycétones de la famille des naphtopyrones (Figure 
19, Tableau 11).  
      
                         
 
                         
Naphtopyrone 1 Naphtopyrone 2 
 
                         
 
 
Figure 19 Les profils HPLC en UV (330 nm) (A) et en fluorescence (B) d’A. carbonarius 
2Mu134 sur un milieu synthétique à 25°C.  
 
A 
B 
Résultats et discussion                                                                                                                        Chapitre I 
 
 70 
Tableau 11 Caractéristiques spectrales des polycétones pour leur identification chez A. ochraceus 
NRRL 3174 et A. carbonarius 2Mu134 par HPLC 
 
 
Métabolite Espèce  Temps de rétention Maximum d’absorption 
Isoasperlactone A. ochraceus 5min30s 220 nm 
Asperlactone A. ochraceus 7min30s 220 nm 
Acide pénicillique A. ochraceus 10min50s 227 nm 
Hydroxymelleine A. ochraceus 15min 214; 245 et 314 nm 
Viomelleine A. ochraceus 16min 228; 275; 360; 380 et 415 nm 
Naphtopyrone 1 A. carbonarius 17min 30s 218; 280 et 406 nm 
Naphtopyrone 2 A. carbonarius 21min 50s 218; 280; 325 et 406 nm 
Melleine  A. ochraceus 25min 50s 214 ; 245 et 314 nm 
Ochratoxine A 
A. ochraceus 
A. carbonarius 
34min 216; 250 et 332 nm 
Xanthomegnine A. ochraceus 36min 232; 288 et 403 nm 
 
 
A. ochraceus peut produire aussi d’autres métabolites de nature polycétones comme 
l’aspyrone, diaporthin, orthosporin, aspinonene et autres dont le nombre peut atteindre 
une vingtaine ce qui est en accord avec le nombre de PKS identifié chez ce champignon 
(14 différents PKS dont 9 dans notre étude et 5 par Varga et al., (2003), O’Callaghan et 
al., (2003) et par Edwards et al., (2002).  
 
I.3.3 Analyses phylogénétiques des domaines KS 
 
L’analyse phylogénétique des séquences obtenues dans notre étude avec les autres PKS 
appartena nt aux différentes classes montre que nos PKS sont distribuées dans les trois 
principaux groupes de PKS connus chez les champignons (Figure 3 page 88). AoKS1, 
AoKS11, AoKS9, AoLC35-6, AoLC35-12, AcKS9, AcKS10 et Ac12RL3 se trouvent dans le 
groupe des PKS responsables de la biosynthèses des polycétones réduits tels que les 
polycétones aromatiques : OTA, melleine, compactine ou des polycétones linéaires 
comme toxine T (Kroken et al., 2003). AoLC35-2, AcLC35-4 et AcLC35-6 se trouvent 
parmi les PKS impliquées dans la biosynthèse de MSA et des produits dérivés. Ce sont 
des métabolites partiellement réduits. Enfin, AoLC12-9, AoLC12-12 et AoLC12-14 sont 
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classées avec des PKS catalysant la synthèse des polycétones non réduits comme la 
mélanine, les naphtopyrones et les aflatoxines (Kroken et al., 2003, Varga et al., 2003). 
 
Ainsi, l’analyse phylogénétique des PKS d’A. ochraceus et A. carbonarius a permis de 
prédire leur rôle général. Cette approche est possible car les résultats sont bien étayés par 
les taux d’identités obtenues par Blastp avec les PKS disponibles dans les banques de 
données (Tableau 10).  
 
En conclusion, l’identification des PKS de type réduits et partiellement réduits durant 
cette étude nous permet d’identifier les gènes de PKS potentiellement impliqués dans la 
biosynthèse des mycotoxines comme acide pénicillique, viomelleine et xanthomegnine 
chez A. ochraceus et OTA chez A. carbonarius. En plus ces séquences nous permetent de 
développer des amorces spécifiques pour la détection et la quantification des ces 
champignons dans plusieurs denrées alimentaires. 
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Abstract 
 
The diversity of polyketide synthase (PKS) genes in Aspergillus ochraceus NRRL 3174 
and Aspergillus carbonarius 2Mu134 has been investigated using different primers pairs 
previously developed for the ketosynthase (KS) domain of fungal PKSs. Nine different 
KS domain sequences in A. ochraceus NRRL 3174 as well as five different KS domain 
sequences in A. carbonarius 2Mu134 have been identified. The identified KS fragments 
were distributed in 5 different clusters on the phylogenetic tree, indicating that they most 
probably represent polyketide synthases responsib le for different functions.  
 
 
1 Introduction 
 
Fungal polyketide synthases (PKSs) are responsible for the biosynthesis of several 
mycotoxins and other secondary metabolites through sequential decarboxylative 
condensations of short carboxylic acid units similarly to fatty acids synthases [1, 2]. 
Recently, several genomes of filamentous fungi have been sequenced. The sequencing 
data revealed a large number of putative PKS genes existing in filamentous fungi [3-6]. 
These fungal PKS genes outnumber those found in the genomes of Streptomyces 
avermitilis, Streptomyces coelicolor, and actinomycete species that are traditionally 
regarded as the most abundant source for polyketide metabolites [3].  
Fungal PKSs are classified into three groups based on the molecular architecture of the 
genes: (i) PKSs for non reduced polyketides; (ii) PKSs for partially reduced polyketides; 
and (iii) PKSs for reduced polyketides [1, 7]. They are defined  as iterative type I PKSs 
because they usually contain only a single set of domains, in contrast to the non- iterative 
modular type I PKSs and monofunctional type II PKSs found in bacteria [7-9]. Typically , 
a module consists of a b-ketoacyl synthase (KS), an acyltransferase (AT), and an acyl 
carrier protein (ACP). Many PKSs, especially tho se for reduced polyketides, also contain 
additional domains, such as b-ketoacyl reductase (KR), dehydratase (DH), 
Résultats et discussion                                                                                                                        Chapitre I 
 
 74 
enoylreductase (ER), and methyltransferase (MT) [7]. A single-modular PKS can 
catalyze multiple cycles of chain elongation [1, 8, 10]. 
Among the mycotoxigenic fungi, Aspergillus ochraceus and Aspergillus carbonarius are 
considered as the most frequent fungal contaminants of several agricultural products. A. 
ochraceus is able to contaminate many food commodities including cereals, coffee, 
grapes, and others; often producing several mycotoxins such as ochratoxin A (OTA), 
viomellein, and penicillic acid [1]. A. carbonarius is considered to be the responsible for 
OTA contamination in grapes, wines, and coffee [11]. Both species are also capable of 
producing others polyketides such as naphthopyrones, mellein and hydroxymellein. 
 
Until now, five PKS genes have been identified in A. ochraceus including four KS 
domain sequences [1, 12] and one acyltransferase domain sequence [13]. However, no 
PKS gene has been identified in A. carbonarius.  
In this work, we used a PCR approach including different sets of degenerated and specific 
primers targeting the KS domain in order to investigate the diversity of PKS genes in A. 
ochraceus NRRL 3174 and A. carbonarius 2Mu134. KS domain sequences obtained 
were subjected to phylogenetic analysis to predict their functional role in both species. 
Kinetic expression analysis of AoLC35-2 sequence, which was thought to be involved in 
penicillic acid biosynthesis, was performed. 
 
2 Materials and methods  
 
2.1 Fungal strains and culture conditions 
 
A. ochraceus NRRL 3174 and A. carbonarius 2Mu134 which was isolated from French 
vineyards were grown for sporulation at 25°C on potato dextrose agar (Difco, Fisher 
Labosi) for 7 days. Spores were collected using a solution of 0.01% (v/v) Tween 80 
(Fisher Labosi), and stored at -20°C in 25% (v/v) glycerol (Fisher Labosi) before use. 
Conidia (final concentration of 106 spores/mL) were inoculated into 250-mL Erlenmeyer 
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flasks containing 100 mL of synthetic medium (SAM) at 25°C, without shaking. SAM 
medium was prepared according to Awad et al.  [14]. Mycelium was harvested by 
filtration through a 0.45 µm filter (Millipore), frozen in liquid nitrogen and then stored at 
-80°C before nucleic acid extraction. Filtered medium was used to extract secondary 
metabolites. For dry weight determination, mycelium was dried overnight in oven at 
100°C. 
 
2.2 Extraction of penicillic acid and HPLC analysis  
 
For penicillic acid extraction, 30 mL of filtrate samples were acidified with 200 µL of 12 
N HCl, mixed with 20 mL chloroform. The organic phase was taken, concentrated under 
vacuum to dryness and the residue was redissolved in 0.5 mL methanol. A volume of 80 
µL of the sample was analysed by HPLC to detect penicillic acid as described by Awad et 
al. [14].  
 
2.3 Nucleic acids extraction  
 
Genomic DNA was extracted by using lysing enzyme and proteinase K as described 
previously [15]. Total RNA was extracted from A. ochraceus NRRL 3174 using the Tri-
reagent (Euromedex) which included the following steps: An amount of 200 mg of frozen 
mycelia were homogenized in 1 mL of Tri reagent by using an Ultra-Turax. After 5 min 
at room temperature, 0.2 mL of chloroform was added to the homogenized samples 
which were vigorously vortexed, stored for 10 min at room temperature, and then 
centrifuged at 15000 x g for 15 min at 4°C. The aqueous phase containing RNA was 
transferred into a microcentrifuge tube and then 0.5 mL isopropanol (Euromedex) was 
added for RNA precipitation at room temperature (15 min). The RNA was pelleted by 
centrifuging at 12000 x g for 15 min at 4°C, washed with 1 mL of 75% ethanol, then air -
dried and dissolved in 50 µL of 0.1% Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma) water. The 
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quality and quantity of RNA was checked by the OD260/280 ratio and agarose (Fisher 
Labosi) gel electrophoresis according to standard protocols [16]. 
 
2.4 cDNA synthesis 
 
Total RNA was treated with DNase I (Promega) to remove DNA contamination. cDNA 
was synthesized from each sample with Advantage RT-for-PCR Kit (BD Biosciences) 
according to the user manual provided. 
 
2.5 PCR reaction and sequencing  
 
PCR was performed with the Taq  recombinant polymerase (Invitrogen, USA). 
Amplification was carried out in 50 µL reaction mixture containing: 5 µL of Taq 
polymerase 10 x buffer, 1.5 µL of 50 mM MgCl2, 1 µl of dNTP 10 mM of each 
(Promega), 1 µM of each primer, 1.5 u of Taq, about 100 ng of genomic DNA, H2O up to 
50 µL. Reaction conditions were: 94°C for 4 min, (94°C for 45 s, 50°C for 45 s and 72°C 
for 45 s) x 30 cycles followed by an incubation at 72°C for 10 min. The amplified 
products were examined by 1% (w/v) agarose (Promega) gel. The PCR products were 
cloned into TOPO TA Cloning® vector (Invitrogen) according to the supplier’s 
instructions. Sequencing reactions were performed by Genomexpress (Grenoble, France). 
 
2.6 Data analysis 
 
The deduced amino acid sequence was determined using the 
http://www.expasy.org/tools/dna.html site while protein-protein Blast (Blastp) searches 
were conducted at the GenBank database: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. The alignments 
were conducted using the website http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html. 
Intron in DNA sequence was predicted by the presence of canonical GT and AG 
dinucleotides. For the phylogenetic tree construction, 152 amino acids of our different 
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identified KS domains and those found by Blastp searches were analyzed using the 
ClustalX package version 1.83 [17] and Mega2 package [18]. Unroot consensus tree was 
generated using neighbor-joining method. 
 
 2.7 Sequence accession number 
 
The nucleotide sequences have been deposited in the GenBank database with the 
accession numbers provided in the Table 1. 
 
3 Results and discussion 
 
 
3.1 Amplification and analysis of ketosynthase domain sequences 
 
Using different degenerated and specific primer pairs based on the conserved 
ketosynthase domain of PKSs, nine different KS domain sequences in A. ochraceus 
NRRL 3174 and five different KS domain sequences in A. carbonarius  2Mu134 have 
been obtained (Table 1, Fig. 1). The conserved pattern D(T/A)AC(S/A)(S/A/G)S 
characteristic of the KS domain was displayed in each sequence (Fig. 1) .  
 
With the primer pair KS1/KS2 designed to target fungal and bacterial KS domains [10]; 
three different KS sequences in A. ochraceus (AoKS1, AoKS9 and AoKS11) as well as 
two different KS sequences in A. carbonarius (AcKS9 and AcKS10) were identified 
(Table 1, Fig. 1). By Blastp analysis, amino acid sequences of AoKS1, AoKS11 and 
AcKS9 displayed about 60% identity to nonaketide synthases involved either in lovastatin 
biosynthesis (lovB) in A. terreus [19], or in compactin biosynthesis (mlcA) in Penicillium 
citrinum [20]. Sequence AoKS9 and AcKS10, carrying an intron of 65 bp and 50 bp 
respectively, their deduced proteins sequences were mostly related (52% identity) to 
diketide synthases involved either in lovas tatin biosynthesis (lovF) in A. terreus, or in 
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compactin biosynthesis (mlcB) in P. citrinum. Additionally, AcKS10 displayed about 
60% identity to AoLC35-12 (Table 1) which was found to join acyltransferase domain 
sequence of the PKS involved in OTA biosynthesis in A. ochraceus [13]. 
 
Using the primer pair LC3/LC5c targeting MSAS-type PKSs [9, 21]; three different KS 
sequences in A. ochraceus (AoLC35-2, AoLC35-6 and AoLC35-12) and two different KS 
sequences in A. carbonarius (AcLC35-4 and AcLC35-6) were amplified and sequenced 
(Table 1, Fig. 1). AoLC35-12 was found to carry an intron of 66 bp while AoLC35-2, 
AoLC35-6, AcLC35-4 and AcLC35-6 contained none. AoLC35-2 amino acid sequence 
displayed about 68% and 60% identity to PKSs responsible for 6-methylsalicylic acid 
synthesis (MSAS) in Byssochlamys nivea and A. terreus respectively. AoLC35-6 showed 
63% identity with the nonaketide synthases involved in the biosynthesis of lovastatin in A. 
terreus or compactin in P. citrinum. However, this sequence is totally different from 
AoKS11 and AoKS1. AoLC35-12 displayed about 42% identity to diketide synthases in A. 
terreus (lovF) or P. citrinum (mlcB).  
This sequence was previously described in our earlier publication [15], and it was found 
to be the KS domain of the aopks sequence (Genbank accession number AY272043) 
involved in OTA biosynthesis in A. ochraceus [13].     
AcLC35-4 displayed about 47% identity to PKSs responsible for 6-methylsalicylic acid 
synthesis in Aspergillus terreus and P.  patulum , and 44% identity to OTA polyketide 
synthase (otapksPN, Genbank accession number AY196315) in P. nordicum [21]. 
AcLC35-6 was found to have 47% identity to the PKS involved in MSAS in 
Byssochlamys nivea. Furthermore, two sequences AoKS1 and AoKS11 in A. ochraceus 
and one sequence AcKS10 in A. carbonarius obtained by the primer pair KS1/KS2 were 
re-amplified by the primer pair LC3/LC5c. 
 
With the primer pair LC1/LC2c amplifying non-reduced or WA-type PKSs [9, 22], three 
different KS sequences in A. ochraceus were obtained: AoLC12-9, AoLC12-12, and 
AoLC12-14 (Table 1, Fig. 1). AoLC12-12 DNA sequence was found to carry two introns 
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of 54 bp and 48 bp. AoLC12-14 contained one of 50 bp and AoLC12-9 none. Blastp 
analysis showed, for AoLC12-9, 86% identity to amino acid sequences encoded by pks3 
(unknown function) from Gibberella fujikuroi and G. moniliformis [23], and for AoLC12-
12, 80% identity to at4 in A. terreus that was required in naphthopyrone biosynthesis. 
AoLC12-14 exhibited about 60% identity to PKSs responsible for melanin biosynthesis in 
Nodulisporium  sp. [24] and Colletotrichum lagenarium [25]. No amplification was 
carried out in A. carbonarius with this primer pair, because our strategy was to 
investigate the diversity of the reduced and partially reduced PKSs types in this fungus in 
order to identify the PKS responsible for OTA biosynthesis.     
 
Finally, using the specific primer pair AoLC35-12L/AoLC35-12R deduced from the 
conserved motifs of the KS domain of the PKS gene involved in OTA biosynthesis in A. 
ochraceus [15], one sequence was obtained in A. carbonarius, Ac12RL3 (Table 1, Fig. 1). 
By Blastp analysis, amino acid sequence of Ac12RL3 displayed about 65% identity to 
nonaketide synthases involved in lovastatin biosynthesis in A. terreus or in compactin 
biosynthesis in P. citrinum. 
 
The result of Blastp allow us to divide the obtained sequences in 3 different groups, the 
first group contained sequences (AoKS1, AoKS9, AoKS11, Ac12RL3, AcKS9 and AcKS10) 
which  were found to be closely related to the PKSs involved in reduced polyketides 
biosynthesis such as compactin, lovastatin, and T-toxin. The second group contained PKS 
sequences (AoLC35-2, AoLC35-6, AoLC35-12, AcLC35-4 and AcLC35-6) which were 
found to be related to the PKSs responsible for partially reduced polyketides biosynthesis 
such as MSAS. The third group contained sequences (AoLC12-9, AoLC12-12, and 
AoLC12-14) which were found to be closely related to the PKSs responsible for non 
reduced polyketides biosynthesis such as melanins, naphthopyrones, and spore pigments.    
 
Several mycotoxins produced by A. ochraceus (such as OTA, penicillic acid, viomellein, 
and xanthomegnin) and A. carbonarius (OTA) are belonging to the reduced and partially 
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reduced polyketide groups; we are interested in the PKS gene sequences catalysing the 
biosynthesis of those groups of polyketides. For example, kinetic study of penicillic acid 
production and expression of AoLC35-2 (MSAS type) were performed during the growth 
of A. ochraceus (Fig. 2). Expression of AoLC35-2 sequence started at day 3, peaked at 
day 8 then stopped after day 11. It seems to be coherent with penicillic acid production 
which started at day 3, reached the maximum at day 11. These results suggest a link 
between the function of AoLC35-2  gene and penicillic acid metabolite produced in A. 
ochraceus. However, further studies are in progress to clarify the role of this gene. 
 
3.2 Clustering of putative PKSs identified 
 
The 14 amplified KS domain sequences obtained in this study have been subjected to 
phylogenetic analysis to gether with other fungal PKSs from database (Fig. 3). Our 
sequences were highly diverse, they have been found to be distributed on the 
phylogenetic tree into three main clades as previously defined by several authors [1, 22]: 
highly reduced PKSs (AoKS1, AoKS11, AoKS9, AoLC35-6, AoLC35-12, AcKS9, AcKS10 
and Ac12RL3), partially reduced PKSs (AoLC35-2, AcLC35-4 and AcLC35-6) and non-
reduced PKSs (AoLC12-9, AoLC12-12 and AoLC12-14) (Fig. 3). 
In the highly reduced clade, AoKS1, AoKS11, AoLC35-6, AcKS9 and Ac12RL3 were 
found to be closely related to nonaketide synthases while AoKS9, AoLC35-12 and 
AcKS10 were found to fall in the diketide synthases group (Fig. 3). They formed a 
lovastatin/T-toxin cluster [1, 9, 23].  
In the partially reduced clade, one sequence of A. ochraceus NRRL 3174 (AoLC35-2) and 
two sequences of A. carbonarius 2Mu134 (AcLC35-4 and AcLC35-6), were closed to 
PKSs in MSAS cluster (Fig. 3). 
All sequences from LC1/LC2 were found to fall into the non reduced clade (Fig. 3). 
AoLC12-14 was closed to PKSs in melanin cluster, AoLC12-12 was found in the 
naphthopyrone cluster while AoLC12-9 was found in the cluster of PKSs responsible for 
spore pigments (Fig. 3). 
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The diversity of the obtained KS domain sequences reflected the diversity of polyketide 
metabolites produced in both species. A. ochraceus is able to produce more than 20 
different polyketides [1]. However, in total 14 PKS genes were identified in this study, 
and by Varga et al. [1] and Edwards et al. [12]. In A. carbonarius 2Mu134, five different 
PKS genes were identified in this study using primer pairs amplifying the reduced type 
PKS.  
 
4 Concluding remarks  
 
In this study, we have obtained nine different KS domain sequences in A. ochraceus 
NRRL 3174 and five different KS domain sequences in A. carbonarius 2Mu134. Blastp 
and phylogenetic analysis results showed that these sequences were highly diverse 
indicating that they represent PKSs responsible for different functions. Recently Geisen 
et al. [21] and O’callaghan et al. [13] described part of a gene coding for a polyketide 
synthase involved in ochratoxin A biosynthesis in P. nordicum and A. ochraceus 
respectively. The identification of a number of reduced and partially reduced type PKS 
gene sequences in this study will hopefully lead to the ident ification of several 
mycotoxins biosynthetic genes in both microorganisms, such as penicillic acid and 
viomellein in A. ochraceus, and ochratoxin A in A. carbonarius. Consequently, these 
sequences could help us for the development of specific primers which may be used for 
the direct detection and quantification of both mycotoxigenic species in a variety of food 
products. 
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Figure legends  
 
Figure 1.  
KS domain alignment of the identified putative PKS sequences. 
 
Figure 2.  
Kinetic of penicillic acid (PA) production during growth of A. ochraceus (DW) at 25°C 
in synthetic medium (A) and expression of AoLC35-2 sequence by RT-PCR (B). 
 
Figure 3.   
Neighbor-joining phylogenetic tree of KS sequences of fungal PKSs. Bootstrap values 
above 50 are shown on branches. The fungal PKS clusters are indicated on the right. 
Abbreviation and accession numbers of PKS sequences used: 
A. fumigatus: pksP (CAA76740), alb1 (AAC39471.1); A. terreus: lovB (AAD39830.1), 
lovF (AAD34559.1), atX (BAA20102.1), at4 (BAB88689.1); A. parasiticus: pksL2 
(AAC23536.1), PksA (Z47198); A.  nidulans: WA (CAA46695.2), pksST (AA81586); 
Botryotinia fuckeliana: pks6 (AAR90242.1), pks13 (AAR90249.1); Byssochlamys nivea : 
MSAS (AAK48943.1); Cochliobolus heterostrophus: pks6 (AAR90261.1), pks16 
(AAR90270.1), pks17 (AAR90271.1), pks18 (AAR90272.1), pks25 (AY495666); 
Colletotrichum lagenarium: pks1 (BAA18956.1); Gibberella fujikuroi: pks1 
(CAC44633.1), pks3 (CAC88775.1); Gibberella monilifomis: pks1 (AAR92217.1), pks3 
(AAR92210.1), pks9 5AAR92216), pks10 (AAR92217.1); Monascus purpureus: pks1 
(CAC94008.1); Nodulisporium sp: pks1 (AAD38786.1); P.  citrinum : mlcA 
(BAC20564.1), mlcB (BAC20566.1); P. griseofulvum: pks2 (AAB49684.1), MSAS 
(S13178), WA (CAB44713); P. nordicum : otapksPN (AAP33839); Fungal endophyte sp: 
Cr310 (AAP68698). 
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Table 1. Putative polyketide synthases identified in this study 
 
Sequences Species Primer pair 
 Used 
Accession 
 number 
AcKS9 A. carbonarius KS1/KS2 AY540944 
AoKS1 A. ochraceus KS1/KS2 AY583209 
AoKS11 A. ochraceus KS1/KS2 AY540950 
AoLC35-6 A. ochraceus LC3/LC5c AY540951 
Ac12RL3 A. carbonarius AoLC35-12L/R AY652734 
AoKS9 A. ochraceus KS1/KS2 AY583207 
AcKS10 A. carbonarius KS1/KS2 AY540952 
AoLC35-12 A. ochraceus LC3/LC5c AY583208 
AoLC35-2 A. ochraceus LC3/LC5c AY540947 
AcLC35-4 A. carbonarius LC3/LC5c DQ128160 
AcLC35-6 A. carbonarius LC3/LC5c DQ128161 
AoLC12-9 A. ochraceus LC1/LC2c AY540945 
AoLC12-12 A. ochraceus LC1/LC2c AY540946 
AoLC12-14 A. ochraceus LC1/LC2c AY540949 
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Chapitre II. Allongement des gènes polycétones synthases chez A. 
carbonarius et caractérisation d’une polycétone synthase (AoKS1) 
responsable de la production d’OTA chez A. ochraceus NRRL 3174 
 
 
II.1 Allongement des séquences Ac12RL3 et AcKS9 vers l’extrémité 
3’ 
 
II.1.1 Introduction  
 
Dans le chapitre I, nous avons révélé la présence de 9 PKS différentes chez A. ochraceus 
NRRL 3174 et 5 PKS différentes chez A. carbonarius  2Mu134. Pour essayer d’attribuer 
un rôle à ces PKS dans la biosynthèse des polycétones, il est souhaitable d’inactiver les 
gènes chez ces champignons en réalisant la technique de rupture de gène. Pour cela, il 
faut tout d’abord disposer pour chaque PKS d’une séquence d’ADN plus longue (~2000 
bp), au-delà du domaine KS, en séquençant le gène  vers l’extrémité 3’ en utilisant la 
méthode « gene walking ». 
Suite à des travaux préalablement menés dans notre laboratoire (Dao, 2005), la totalité du 
gène AoLC35-2 chez A. ochraceus (PKS des polycétones partiellement réduits) a été 
séquencée. Sa taille est de 5289 pb. Les séquences partielles chez A. ochraceus AoKS1, 
AoKS9, AoKS11, AoLC35-6 et AoLC35-12 (PKS pour polycétones réduits) ont eté 
allongées vers l’extrémité 3’du domaine AT (Dao, 2005). Nous avons aussi choisi deux 
séquences chez A. carbonarius 2Mu134 pour l’allongement vers l’extrémité 3’par la 
méthode « gene walking »: Ac12RL3, la séquence obtenue avec le couple d’amorces 
spécifiques dessiné à partir du gène PKS intervenant dans la biosynthèse de l’OTA chez 
A. ochraceus NRRL 3174 et la séquence AcKS9 obtenue avec le couple d’amorces 
KS1/KS2. 
 
II.1.2 Résultats et discussion 
 
Toutes les PKS peuvent posséder l’un et/ou l’autre des domaines enzymatiques suivants: 
KS, AT, KR, ER, MT, ACP et TE. Cependant KS, AT, ACP sont les trois domaines 
principaux tandis que les autres sont optionnels.  
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Un alignement des séquences des PKS des polycétones réduits ayant une forte identité 
avec les domaines KS de deux séquences choisies chez A. cabonarius 2Mu134 (Ac12RL3 
et AcKS9) montre trois régions conservées dans le domaine AT (Figure 20A). En se 
basant sur la conservation de ce domaine parmi les PKS référencées dans la littérature, 
des amorces dégénérées ont été dessinées pour la suite de notre travail. Tout d’abord, une 
amorce dégénérée (ATR1) a été déduite pour la région FTGQGAQ. Afin d’allonger nos 
séquences vers l’extrémité 3’, une amplification par PCR (PCR1) est réalisée sur l’ADN 
génomique d’A. carbonarius 2Mu134 en utilisant l’amorce ATR1 et une amorce 
spécifique (Ac12RLATL pour Ac12RL3 et AcKS9ATL pour AcKS9) correspondant à 
l’extrémité 3’ de chacune des deux séquences d’ADN (Figure 20A). La taille attendue 
des produits PCR est d’environ 700 pb. En utilisant la même stratégie, une deuxième 
PCR (PCR2) avec une autre amorce dégénérée (ATR2) déduite pour la région 
AYHSSHM et des amorces spécifiques (Ac12RLAT2L pour Ac12RL3 et AcKS9AT2L 
pour AcKS9) a été faite pour amplifier une région d’une taille d’environ 700 pb. Les 
produits PCR obtenus sont séquencés puis chaque séquence est alignée avec la séquence 
de départ pour trouver le consensus permettant d’avoir la séquence finale allongée 
(Figure 20B). 
Pour AcKS9, la séquence finale comprenant les domaines KS et AT (Figure 21) est de 
2017 pb avec un intron de 55 pb. La séquence en acides aminés correspondante montre 
une identité de 50% avec les nonacétones synthases d’A. terreus (lovB) et de P. citrinum 
(mlcA). Pour Ac12RL3, la taille de la séquence finale est de 1760 pb dont un intron de 80 
pb. Comme AcKS9, cette séquence présente une identité d’environ 50% avec lovB et 
mlcA. 
On voit bien que le pourcentage d’identité de ces séquences, comprenant les domaines 
KS et AT, avec les mêmes PKS (lovB et mlcA), est moins important que lorsque le 
domaine KS était pris en compte seul. Ceci est dû au fait que le domaine KS est le plus 
conservé parmi les domaines catalytiques d’une PKS. Plus les séquences sont allongées 
vers l’extrémité 3’ du gène, moins les domaines actifs sont conservés. En plus, on ajoute 
des zones non conservées entre les domaines actifs dans la séquence finale. 
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Figure 20  Stratégie d’allongement du côté 3’ des séquences PKS d’A. carbonarius 2Mu134 
par PCR sur l’ADN génomique en utilisant une amorce spécifique et une amorce dégénérée. A : 
Reconnaissance des régions conservées du domaine AT par alignement de différentes 
séquences PKS de banques de données : LovB (nonacétone synthase de la lovastatine, 
AAD39830, A. terreus); mlcA (nonacétone synthase de la compactine, BAC20564, P. citrinum). 
B : un exemple du protocole de clonage et séquençage d’une partie du domaine AT obtenue par 
PCR1. 
B 3’ 
5’ 
KS 
Amorce spécifique 
AT 
PCR1 
ATR1 
~ 700 pb 
Cloner dans le plasmide pCR2.1 
Séquencer puis aligner pour trouver le consensus 
3’ 5’ KS AT 
Séquence consensus 
 
Taille des fragments généré par chaque PCR (PCR1 et PCR2) est  ~700 pb 
A domaine KS domaine AT 
Amorce spécifique 
ATR2 
Ac12RL3          ---IDTACSAS-----PKDTGYFEAHGTGT 
AcKS9            ---IDTACSSS-----NFDDTTLEAHGTGT 
LovB-AAD39830    ---IDTACSSS-----PAETGYVEAHGTGT-------FTGQGAQ----GHSSGEIACAF----IAYHSCHME-- 
mlcA-BAC20564    ---VDTACSSS------SLTSYVEAHGTGT-------FTGQGAQ----SHSSGEIACAF—---EAFHSSHMR-- 
Consensus        ---iDTACSsS------------EAHGTGT-------FTGQGAQ----GHSSGEiACAF-----AyHSsHM--- 
ATR1 
PCR1 
PCR2 Amorce spécifique 
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Figure  21 Alignement des domaines KS et AT des séquences d’A. carbonarius (2Mu134) AcKS9 
et Ac12RL3 avec les nonacétones synthases (lovB et mlcA d’A. terreus et P. citrinum 
respectivement). Les motifs conservés du domaine KS, D(T/A)AC(S/A)SS et du domaine AT, 
(V/T)(G/S)HSSGE(A/I)A(A/C)  sont trouvés sur ces PKS. 
 
 
II.2 Caractérisation du gène AoKS1 responsable de la production 
d’OTA chez A. ochraceus NRRL 3174 
 
II.2.1 Introduction 
 
L'OTA est constituée d’un noyau isocoumarine chloré (3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4 
dihydroisocoumarine) lié par une liaison amide à la phénylalanine. Des expériences en 
utilisant les précurseurs marqués en 14C- et 13C-, montrent que l’acide aminé  provient de 
la voie des shikimates et la partie dihydroisocoumarine de la voie de s pentacétones. 
Jusqu'à maintenant, la voie de biosynthèse de l’OTA n’est toujours pas complètement 
établie. Récemment, un gène de polycétone synthase (aopks) impliqué dans la 
biosynthèse de l’OTA a été caractérisé chez A. ochraceus (O’Callaghan et al., 2003) par 
la méthode de rupture de gène, mais aucune information n’a été donnée concernant la 
présence ou l’absence de certains métabolites chez le mutant obtenu. Dans notre étude, 
nous avons séquencé chez A. ochraceus NRRL 3174 AoLC35-12, qui se trouve être le 
gène aopks. En outre, un gène (otapksPN) de type MSAS a été démontré impliqué dans la 
biosynthèse d’OTA chez P. nordicum (Geisen et al., 2004), tandis que P. verrucosum ne 
possède pas ce tte même polycétone synthase pour la biosynthèse de l’OTA. 
Pour élucider la voie de la biosynthèse de l’OTA chez A. ochraceus et A. carbonarius et 
pour contribuer aussi à caractériser d’autres gènes PKS intervenant chez A. ochraceus 
pour d’autres polycétones comme par exemple l’acide pénicillique, la viomelleine etc., 
nous nous sommes particulièrement intéressés aux gènes codant pour des PKS qui 
pourraient intervenir dans la biosynthèse d’OTA, de melleine, d’hydroxymelleine et 
domaine KS domaine AT 
5’ 
P.citrinum- mlcA  -- 
A. terreus-lovB   -- 
Ac12RL3           -- 
AcKS9             -- 
Consensus         -- 
 
3’ 
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d’acide pénicillique. Dans cette étude nous avons choisi de caractériser le gène aoks1 qui 
appartient au groupe de PKS réduits. 
 
II.2.2 Résultats et discussion 
 
Un fragment de 2 kb du gène aoks1 a été cloné dans le plasmide pCRTOPO2.1. Ensuite, 
la cassette de résistance hygromycine B phosphotransferase (hph) d’Escherichia coli, 
générée à partir du plasmide pID21 (Tang et al., 1992) a été insérée dans ce fragment de 
2 kb pour former le vecteur de transformation. La transformation a été faite par la fusion 
de ce dernier avec des protoplastes d’A. ochraceus NRRL 3174 préparés selon le 
protocole décrit dans le matériel et méthodes. L’intégration de la cassette hph confère au 
champignon la résistance à l’hygromycine B et permet donc la sélection des clones 
trans formés dont le gène aoks1 a été inactivé. Après plusieurs sélection et caractérisation 
un seul mutant a été retenu, il s’agit de Ao5. 
 En comparant le profil métabolique (HPLC) du mutant (Ao5) à celui de la souche 
sauvage (A. ochraceus NRRL 3174), nous avons constaté que ce mutant ne produit plus 
d’OTA. La rupture de gène n’a rien touché à la production de melleine, hydroxymelleine 
d’acide pénicillique (Figure 22). Cependant, nous n’avons pas observé de différence au 
niveau de la sporulation, de la pigmentation, ou de la vitesse de croissance entre la souche 
sauvage et le mutant. 
 
En 1979, Huff et Hamilton proposent une voie hypothétique de biosynthèse dans laquelle 
la melleine et l’hydroxymelleine seraient probablement des précurseurs de l’OTA chez A. 
ochraceus. Cependant, des résultats plus récents (Harris et Mantel, 2001) rendent cette 
hypothèse ambiguë où la melleine ne jouerait pas un rôle dans la voie de biosynthèse de 
l’OTA. Ceci est confirmé dans notre étude puisque l’interruption du gène  aoks1 arrête la 
production de l’OTA sans toucher la melleine. Chez A. ochraceus HP99, O’Callaghan et 
al. (2003) montrent que l’enzyme responsable de la synthèse de l’OTA est une PKS de 
type nonacétone synthase. Comme nous l’avons montré, cette PKS est la même que 
AoLC35-12. L’interruption de ce gène entraîne la disparition de la production d’OTA 
chez A. ochraceus HP99, cependant ces auteurs ne donnent aucun résultat sur la 
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production de melleine, hydroxymelleine. Existerait- il deux PKS intervenant dans la 
biosynthèse d’OTA chez A. ochraceus ? D’autres travaux doivent etre entrepris pour 
répondre cette question.  
 
Figure 22 (A). Comparaison du profil HPLC (UV=220 nm) d’A. ochraceus NRRL 3174 (ligne 
violette) et celui du mutant Ao5 (ligne noire). (B). Comparaison du profil HPLC (fluorescence) 
d’A. ochraceus NRRL 3174 (ligne verte) et celui du mutant Ao5 (ligne bleu). 
Acide penicillique
 
Acide penicilliqueA 
B 
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Article II  
 
Characterization of a polyketide synthase gene involved in the biosynthesis of 
ochratoxin A in Aspergillus ochraceus NRRL 3174 
 
Ali Atoui, Florence Mathieu and Ahmed Lebrihi 
 
ABSTRACT  
 
Ochratoxin A is a mycotoxin with nephrotoxic, teratogenic, immunogenic, hepatotoxic 
and carcinogenic  activities. It is produced by Aspergillus ochraceus as a polyketide-
derived secondary metabolite. A 2 Kb of a putative polyketide synthase gene (AoKS1) 
involved in the biosynthesis of this mycotoxin was cloned by using gene walking 
approach. The predicted amino acid sequence of the gene has high degree of similarity to 
a number of fungal polyketide synthases found in the databases. A mutant in which 
AoKS1 was inactivated by insertion of the E. coli hygromycin B phosphotransferase gene  
lost the capacity to produce ochratoxin A but still produced the mellein. This report is the 
first of the characterization of a gene involved in ochratoxin A biosynthesis with the 
information about others metabolites which have been proposed in the literature to be 
intermediate in this toxin biosynthesis. AoKS1 may be the second polyketide synthase 
required for the OTA biosynthesis in A. ochraceus.    
 
 
INTRODUCTION  
 
Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin consisting of a polyketide derived from a 
dihydroiso-coumarin moiety linked through the 12-carboxyl group to phenylalanine, via 
an amide linkage (Figure 1). It is a nephrotoxin which also displays hepatotoxic, 
teratogenic, and immunosuppressive properties; and has been classified by The 
International Agency for Research on Cancer as a possible human carcinogen (category 
2B) (Kuiper-Goodman and Scott, 1989; Petzinger and Ziegler, 2000).  
OTA is a common contaminant of grains such as barley, corn, rye, wheat, and oats, with 
cereal-based products typically accounting for 50–80% of the average consumer intake of 
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the mycotoxin (Jorgensen and Jacobsen, 2002). OTA has also been reported in other plant 
products including coffee beans, spices, nuts, olives, grapes, beans, and figs (Battilani et 
al., 2003; Batista et al., 2003; Bayman et al., 2002; Jorgensen, 1998). The presence of 
OTA has been detected in a range of beverages (Zimmerli and Dick 1996; Serra et al. 
2003) and has also been reported in body fluids and kidneys of animals and humans 
(Magan and Olsen, 2004).  
 
OTA is produced by both Penicillium and Aspergillus genera. Penicillium strains that 
produce OTA have recently been reclassiffed as either P. verrucosum or Penicillium 
nordicum (Castella et al., 2002). These two species appear to differ in the habitats they 
occupy, with P. verrucosum being almost exclusively a storage fungus which 
contaminates cereals while P. nordicum is more adapted to food environments such as 
cheeses and fermented meats (Lund and Frisvad, 2003). Unlike Penicillium, many 
different Aspergillus species are known to produce OTA including those from section 
Circumdati, also called the A. ochraceus group (A. ochraceus, A. melleus, A. auricomus, 
A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, and A. sulfureus), section Flavi (Aspergillus 
alliaceus and Aspergillus albertensis), section Nigri (Aspergillus carbonarius and 
Aspergillus niger), and section Aspergillus (Aspergillus glaucus) (Abarca et al., 1994; 
Dalcero et al., 2002; Teren et al., 1996; Varga et al., 2003).  
 
A. ochraceus is considered the main OTA producer in tropical regions. It can produce 
other secondary metabolites including mycotoxins (such as penicillic acid, viomellein, 
xanthomegnins) and others polyketides (such as mellein and spore pigment). 
 
Not very much is known about the OTA biosynthetic pathway in any fungal species. It is 
widely believed that the isocoumarin group is a pentaketide formed from acetate and 
malonate via a polyketide synthesis pathway (Moss, 1998). Huff and Hamilton (1979) 
proposed a biosynthetic pathway based on a mechanistical model according to the 
structure of OTA. The heterocyclic portion of OTA is structurally similar to mellein. 
Thus mellein has been proposed as a precursor of OTA. Recently, Harris and Mantle 
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(2001) described experiments with labelled precursors of the ochratoxin A biosynthetic 
pathway. According to their results mellein,  does not seem to play a role in the pathway. 
Recently there have been a number of studies to identify genes that are essential for OTA 
biosynthesis. O’Callaghan et al. (2003) have previously cloned part of the polyketide 
synthase (pks) gene required for OTA biosynthesis in A. ochraceus, but no information 
was obtained concerning the presence or absence of some metabolite like the mellein.   In 
addition, a polyketide synthase gene otapksPN, from P. nordicum that is essential for 
OTA biosynthesis has been reported by Karolewiez and Geisen (2005). 
In an attempt to identify and characterise some mycotoxigenic pks gene in A. ochraceus 
we have previously investigated the diversity of the pks gene in this species. A total of 9 
PKS genes were found including one pks of MSAS type, 5 reducing and 3 non-reducing 
pks type. The identified MSAS gene was found to be involved in the biosynthesis of 
penicillic acid using a targeted gene deletion strategy (unpublished work). In this study, 
we report the characterisation of a PKS gene (AoKS1, Accession Number: AY583209) 
required for the OTA biosynthesis. Disruption of this gene stop the biosynthesis of OTA 
but did not affect the biosynthesis of others metabolites specially the mellein. This gene is 
totally different from the OTA PKS gene reported by O’Callaghan et al. (2003). 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Fungal strains and culture conditions  
 
A. ochraceus NRRL 3174 was grown for sporulation at 25 °C on potato dextrose agar 
(Difco, Fisher Labosi) for 7 days. Spores were collected using a solution of 0·01 % (v/v) 
Tween 80 (Fisher Labosi), and stored at -20 °C in 25 % (v/v) glycerol (Fisher Labosi) 
before use. Conidia were inoculated (density ~ 106 ml-1) into 250-ml Erlenmeyer flasks 
containing 100 ml synthetic medium (SAM) at 25 °C, without shaking. The composition 
of SAM (per liter of dis tilled water) was: 3 g NH4NO3 (Acros), 26 g K2HPO4 (Acros), 1 g 
KCl (Acros), 1 g MgSO4.7H2O (Acros), 10 ml mineral solution (of the following 
composition, per liter of distilled water: 70 mg Na2B4O7.10H2O (Sigma), 50 mg (NH4)6 
Mo7O24.4H2O (Sigma), 1000 mg FeSO4.7H2O (Riedel-de Haën), 30 mg CuSO4.5H2O 
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(Prolabo), 11 mg MnSO4.H2O (Prolabo), 1760 mg ZnSO4.7H2O (Fisher Labosi), and 50 g 
glucose (Fisher Labosi). The pH of the medium was adjusted to 6·5 by the addition of 2 
M HCl. Mycelium was harvested by filtration through a 0·45 µm filter (Millipore) frozen 
in liquid nitrogen and then stored in -80 °C before nucleic acid extraction. Filtered 
medium was used for secondary metabolites extraction.  
Extraction of secondary metabolites  
 
For the secondary metabolites extraction, 20 mL of filtrate samples were acidified with 
200 µL of 12 N HCl, mixed with 20 mL chloroform. The organic phase was taken, 
concentrated under vacuum to dryness and the residue was redissolved in 0.5 mL 
methanol. A volume of 80 µL of the sample was analysed by HPLC.  
 
High-performance liquid-chromatography (HPLC) analysis  
 
The HPLC apparatus consisted of a solvent delivery system and with both fluorescence 
(lex = 332 nm; lem = 466 nm) and UV detectors. The analytical column used was a 150 × 
4·6 mm Uptisphere 5 µm C18 ODB fitted with a guard column of 10 × 4 mm. The mobile 
phase consisted of a mixture of HPLC grade acetonitrile/water/acetic acid (100/99·8/0·2) 
at a flow rate of 1ml min-1 and the column temperature was 30 °C. Kroma 3000 (BIO-
TEK) was the data acquisition system. Injections were done with an auto - injector (BIO-
TEK, Milan, Italy) and the injection volume was 80 µl. The elution was at a flow rate of 
1 ml min-1 for 45 min. Elution phase used was acetonitrile (B) and acetic acid in wate r 
0·2 % (A). The sample was eluted with a linear gradient from 10 % to 50 % of B over the 
first 30 min followed by a linear gradient to 90 % of B from 30 to 35 min and then a 
steady flow of 90 % of B through 8 min and then reduced to 10 % of B through 2 min.  
 
Genomic DNA extraction 
 
200 mg of frozen mycelium were homogenized in 800 µl of lysis buffer (100 mM Tris 
HCl pH 7.4 (Sigma Aldrich), 20 mM EDTA (Sigma Aldrich), 250 mM NaCl (Sigma 
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Aldrich), 2% w/v SDS (Sigma Aldrich)) by using a Ultra-Turax (Labo moderne) and 
incubated at 37°C for 30 min with 10 µl of 25 mg/ml RNase solution (Promega), then 
added with 10 µl of proteinase K (20 mg/ml, Euromedex) were added and the mixture 
was incubated at 65°C for 30 min. A volume of phenol-chloroform- isoamylic alcohol 
(v/v/v: 25/24/1) (Sigma Aldrich) was added, and the mixture was vigorously vortexed for 
5 min. The aqueous phase collected after centrifugation (15,000 x g, 15 min) was 
extracted by an equal volume of chloroform (Prolabo). Genomic DNA was precipitated at 
-20°C in 2 h with two volumes of 100% ethanol (Prolabo). The DNA was pelleted by 
centrifuging at 15,000 x g and washed with 1 ml of 75% ethanol then dried at the room 
temperature. 100 µl of water was used to re-suspend genomic DNA. The quality and 
quantity of DNA were estimated by the DO 260/280 ratio and agarose (Fisher Labosi) gel 
electrophoresis according to standard protocol (Sambrook et al., 1989).  
 
PCR reaction and sequencing 
  
PCR was performed with the Taq  recombinant polymerase (Invitrogen, USA). 
Amplification was carried out in a 50 µl reaction mixture containing: 5 µl of Taq 
polymerase 10× buffer, 1·5 µl of 50 mM MgCl2, 1 µl of dNTP 10 mM of each (Promega), 
1 µM of each primer, 1·5 U of Taq, about 200 ng of DNA genomic, H2O up to 50 µl. 
Reaction conditions were: 94 °C for 4 min, (94 °C for 45 s, 53 °C for 45 s and 72 °C for 1 
min) × 30 cycles followed by an incubation at 72 °C for 10 min. The amplified products 
were examined by 1 % (w/v) agarose (Promega) gel. The PCR products were cloned into 
pCR2.1-Topo vector (Invitrogen) according to the supplier’s instructions. Sequencing of 
the fragments was performed by Genomexpress (Grenoble, France).  
 
 
Mutant construction 
 
The aoks1 gene was disrupted by inserting the E. coli hygromycin B phosphotransferase 
gene (hph) flanked by A. nidulans trpC promoter and terminator sequences (Cullen et al., 
1987) from plasmid pID21 (Tang & Holden, 1992). The transformant construction is 
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described in Fig. 2. A 2 kb fragment of the aoks1 gene containing the SalI restriction 
enzyme was amplified by PCR then cloned into pCR2.1-Topo vector. The plasmid 
TopoKS was restricted using SalI and then ligated to 2·2 kb of the hph gene cassette 
generated from pID2.1 vector to produce plasmid TopoKS1. 
A. ochraceus protoplasts were prepared and transformed with TopoKS1 as previously 
described by O’Callaghan et al. (2003). The lysing enzyme (Sigma) was used at 40 mg 
ml-1. Hygromycin-resistant transformants were selected on YES medium (20 g l-1 of yeast 
extract (Difco), 1 M sucrose (Fischer)) supplemented with 150 µg  hygromycin B ml-1 
(Calbiochem). Transformant plates were incubated at room temperature for 24 h and then 
at 30 °C for 4 days. Approximately 30 transformants were obtained per microgram of 
plasmid DNA. Putative transformants were replicated onto hygromycin-supplemented 
PDA plates for further analysis. 
 
Screening of transformants  
 
The presence of the hygromycin resistance gene cassette in transformants was first 
checked by using PCR approach including two hph gene specific primer hph2R and 
hph2F (Table 1). Hygromycin PCR positive transformants were then subjected to a 
second PCR using the hph specific primer (hph2 R, Table 1) and the aoks1 gene specific 
primer (AoKS1disrpF, Table 1). Positive PCR transformants were then inoculated into 
synthetic medium in order to analyse secondary metabolites production by these mutants, 
using HPLC. 
 
Data analysis  
 
The deduced amino acid sequence was determined using the 
http://www.expasy.org/tools/dna.html site while protein-protein Blast (Blastp) searches 
were conducted at the GenBank database: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. The alignments 
were conducted using the website http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html. 
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RESULTS 
 
Cloning part of a polyketide synthase gene (aoks1) in A. ochraceus NRRL 3174 by 
using “gene -walking” strategy 
 
aoks1 gene was previously identified in an our earlier publication (Atoui et al., 2006) 
using the degenerated primer pair KS1/KS2 designed to target fungal and bacterial KS 
domains. By Blastp analysis, amino acid sequences of AoKS1 displayed about 74% 
similarity to nonaketide synthases involved either in lovastatin biosynthesis (lovB) in A. 
terreus (Hendrickson et al., 1999), or in compactin biosynthesis (mlcA) in Penicillium 
citrinum (Abe et al., 2002) and 72% similarity to pks1 in Gibberella fujikuroi and pks6 in 
Botrytis cinerea. 
Alignment of the amino acid sequences of lovB, mlcA, pks1 and pks6 revealed two 
conserved regions in the AT domains, FTGQGAQ and AYHSSHM (Fig. 3b), which 
were used to design two degenerated primers, ATR1 and ATR2 respectively in order to 
clone the AT domain of AoKS1. The specific primers AoKS1 (Table 1), placed at the end 
of AoKS1-KS domain, and ATR1 allowed by PCR to span 0.7 kb downstream the 3’ 
extremity of the gene. Using the same strategy by using the primers AoKS1/ATR2, we 
sequenced the next 0.7 kb of the AT domain of the aoks1 gene (Fig. 3b). Intron in DNA 
sequence was predicted by the presence of canonical GT and AG dinucleotides. The  final 
sequence of AoKS1 comprising the KS and the AT domain was 2 Kb (Fig 4). 
 
Secondary metabolites produced by A. ochraceus 
 
The production of the secondary metabolites was followed during the growth of A. 
ochraceus in the synthetic medium. After 9 days of incubation, the secondary metabolites 
of A. ochraceus were detected by comparing the elution time and maximum absorption of 
UV with the standards. Penicillic acid  (lmax = 227 nm) was released at 10 min 50 s, 
mellein (lmax = 214 ; 245 and 314 nm) at 15 min, Hydroxymellein  (lmax = 214 ; 245 and 
314 nm) at 25 min, and OTA (lmax = 216 ; 250 and 332 nm) at 34 min. 
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Disruption of aoks1 gene in A. ochraceus 
 
Following transformation of A. ochraceus with TopoKS1 vector, twenty seven 
transformants were obtained. Transformants were first screened by PCR on genomic 
DNA with two primers hph2F/hph2R (Table 1) in order to monitor the integration of the 
hph gene in the genome of A. ochraceus. The PCR positive transformants which 
integrated hygromycin gene in the genome were checked by one other PCR using one 
specific primer designed from the aoks1 gene (AoKS1disrpF, Table 1) and the other one 
from hph gene (hph2R) (Fig. 5). Three transformants given positive results for two PCR 
were inoculated into liquid synthetic medium to check secondary metabolite production 
by using HPLC. All of them displayed the same HPLC profile. Disruption of aoks1 
abolished the OTA production in the mutants but did not affect the production of the 
mellein, H-mellein together with the others secondary metabolites as penicillic acid (Fig. 
6). No difference in fungal growth, sporulation, or pigment production were observed. 
 
DISCUSSION 
 
Ochratoxin A is a mycotoxin which is produced by some species of Aspergillus such as 
Aspergillus ochraceus. Biosynthetically OTA, an isocoumarine with a pentaketide 
skeleton, is formed from acetate and malonate via the polyketide pathway. Polyketides 
are also the biochemical precursor for other mycotoxins like citrinin, zearalenone and the 
aflatoxins (Sweeney and Dobson, 1998). A recent phylogenetic analysis of the A. 
ochraceus pks genes identified 5 reduced type PKS genes, one MSAS type PKS and 3 
non reduced type PKS (Atoui et al., 2006). Recently we have characterized the MSAS 
type gene in A. ochraceus by gene disruption (Unpublished work). This gene was shown 
to be involved in the penicillic acid biosynthesis. Several mycotoxins such as OTA, 
viomellein, and xanthomegnin and others polyketides derived secondary metabolites such 
as mellein produced by A. ochraceus are belonging to the reduced polyketide groups 
(Atoui et al., 2006). Therefore, we focused on the identified 5 reduced type pks as 
candidates for the biosynthesis of those polyketides type. One of the identified 5 reduced 
type PKS, AoLC35-12, displayed about 50% similarity to diketide synthases in A. terreus 
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(lovF) or P. citrinum (mlcB) and was found to be the KS domain of the aopks sequence 
(Genbank accession number AY272043) involved in OTA biosynthesis in A. ochraceus 
(O’Callaghan et al. , 2003).     
 
Another reduced type PKS, AoKS1, displayed about 70% similarity to nonaketide 
synthases involved either in lovastatin biosynthesis (lovB) in A. terreus (Hendrickson et 
al., 1999), or in compactin biosynthesis (mlcA) in Penicillium citrinum (Abe et al., 2002). 
In the present study, disruption of AoKS1 in A. ochraceus was shown to stop the OTA 
production in the mutant. The mutant still produced others metabolites like the penicillic 
acid, mellein and the hydroxymellein. Huff and Hamilton (1979) published a possible 
scheme leading to the biosynthesis of OTA (Fig.7). According to their hypothesis,  3  
distinct  steps  occur  in  OTA  biosynthesis:  The  first  part  is  polyketide  synthesis  of 
ochratoxin  a  via  mellein  involving  a  polyketide  synthase,  followed  by  acyl  
activation:  mellein  is methylated and oxidized to 7-Carboxy-Mellein (= OTß). 
Chlorination by a chloroperoxidase leads to  OTa. This component is then transformed to 
a mixed anhydride, an activation reaction using ATP. The second precursor 
phenylalanine is synthesized via the shikimic acid pathway, followed by ethyl ester 
activation so that it can participate in the subsequent acyl displacement reaction. In the 
third step, linkage of those activated precursors via a synthetase takes place, generating 
OTC, an ethyl ester of OTA: De-esterification by an esterase or transesterification is the 
last step in this postulated biosynthetic pathway (Fig.7).  This schematic pathway has 
been dissented by Harris and Mantle (2001) using labelled precursors. They found no 
evidence for an intermediate role of (methyl- ) mellein and OTC in the OTA biosynthetic 
pathway.  Instead, they  suggest  a  not  specified  pathway  leading  from  OTß  (de-
chlorinated  form  of  OTa)  to OTa  to OTA. This is in agreement with our results where 
a mutant in which the pks gene has been interrupted cannot synthesize ochratoxin A but 
still produced the mellein. 
 
O’Callaghan et al. , (2003) have previously cloned part of the polyketide synthase (pks) 
gene required for OTA biosynthesis in A. ochraceus which is totally different from 
AoKS1, but no information was done by the authors concerning the presence or absence 
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of some metabolite like the mellein. Based on this, we concluded that two pks may be 
involved in the biosynthesis of OTA. To date, only four cases have been reported that 
involve two different fungal PKSs essential for a single polyketide: a set of two unusual 
type I multifunctional PKSs for the biosyntheses of lovastatin and compactin in 
Aspergillus terreus and Penicllium citrinum respectively (Hendrickson et al., 1999; 
Kennedy et al., 1999; Abe et al., 2002) and two PKS have been reported to be involved in 
the biosysnthesis of the mycotoxins zearaleone (Kim et al., 2005) and T toxin in G. zea 
and C. heterosphorus (Baker  et al., 2006) respectively. 
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Table 1. Oligonucleotides used in this study 
 
Primer name                  Sequence (5’-3’)                        
ATR1 YTG5GC5CCYTG5CC5GTDAA 
ATR2 CATRTGRTGIGARTGRTAIGC 
AoKS1 CGGAAGGCCGGCCTAGATCCAGCC 
AoKS2     CCACAGTGATTTCCAAGCCTCGAAC 
AoKS1disrpF GAAGCCGTCGAGGCCGGTCTG 
AoKS1disrpR  CGCTATAGTGGCCCTTGAGGCGCAG 
hph2F   CGGGGGCAATGAGATATGAAAAAG 
hph2R  GAACCCGCTCGTCTGGCTAAG 
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Figure 1. Chemical structure of OTA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Construction of transformant vector 
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Figure 3. AT domain cloning of aoks1s gene in A. ochraceus NRRL 3174 using “gene 
walking” strategy. a: Alignment of KS domain sequence of Aoks1 with other PKSs: lovB 
(Accession N°: AAD39830, lovastatin nonaketide synthase in A. terreus); mlcA 
(Accession N° :BAC20564, compactin nonaketide synthase in P. citrinum); PKS1 
(Accession N° : AAR90258, Gibberella fujikuroi), PKS6 (N° : AAR90260, Botrytis 
cinerea). b: Scheme of primer combination used to sequence the AT domain of AoKS1, 
two degenerated primers AT1, AT2 were designed from conserved regions FTGQGAQ 
and AYHSSHM  respectively. 
 
 
 
 
Figure  4. Alignment of KS and AT domains of the Aoks1 sequence in A. ochraceus 
NRRL 3174 with other fungal PKS.  
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Figure 5. PCR screening of A. ochraceus transformants. One PCR product of 0.6 kb 
(lane 1) obtained with primers hph2R/hph2F from the hph gene and one 1.2 kb 
product (lane 4) with AoKS1disrpF/hph2R confirmed the integration of the gene hph 
in A. ochraceus mutant. No product was amplified in A. ochraceus  wild-type with 
hph2R/hph2F (lane 2) and AoKS1disrpF/hph2R (lane3). Lane M: size markers 
(Promega) 
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Penicillic acid
 
 
Penicillic acid
 
 
 
 
Figure 6. HPLC chromatograms of the liquid culture extracts from A. ochraceus 
NRRL 3174 and the OTA deficient strains of A. ochraceus. (A) UV chromatograms 
(320 nm) and (B) fluorescence chromatograms. UV spectra of the Penicillic acid, 
hydroxy Mellein (H-Mellein), Mellein and Ochratoxin A (OTA) are indicated on their 
representative peak.  
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Figure 7. Schematic representation of the hypothetical OTA biosynthetic pathway as 
proposed by Huff and Hamilton (1979). 
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Chapitre III. Caractérisation d’un gène PKS intervenant dans la 
biosynthèse des composés lactoniques chez A. ochraceus NRRL 
3174 
 
 
III.1 Introduction 
 
L'acide pénicillique (AP) a été découvert pour la première fois chez P. puberulum Bainier 
contaminant le maïs (Alsberg et Black, 1913). C’est une mycotoxine produite par 
plusieurs champignons appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus (Ciegler et 
Kurtzman, 1970; Smith et Moss, 1985; Nielsen et Smedsgaad, 2003). Parmi ceux-ci, A. 
ochraceus, isolé à partir de produits alimentaires moisis, est signalé comme producteur 
d’AP (Sunesen et Stahnke, 2003). L’AP peut être produit en combinaison avec l’OTA 
dans des céréales ainsi que dans des aliments destinés aux volailles (Bacon et al., 1970). 
L'AP possède des activés antitumorales, antibiotiques et herbicides. Il peut induire 
également des ruptures d’ADN dans les cellules de mammifères (Mori et al., 1984). La 
dose létale (DL50) d’AP est de 100 mg/kg pour les souris. L’AP, au regard de sa toxicité 
et de sa carcinogénicité, est considéré comme un risque potentiel pour la santé humaine et 
animale (Shan et al., 1997 ; Bando et al., 2003).  
D’un point de vue structure, l’ AP est un tétracétone dérivé de l’acide orsellinique 
(Sekiguchi et al., 1987). Il peut exister sous deux formes tautomériques (Figure 23). En 
milieu basique, la forme acide est prédominante, en milieu neutre, c’est la forme cyclique. 
Avec l’acide dihydropénicillique, l’asperlactone, l’isoasperlactone et la patuline, il 
constitue une classe chimique de lactone cyclique à cinq membres relativement simple. 
La voie de biosynthèse de l’AP proposée par Sekiguchi et al., (1987) a été établie 
chimiquement dont l’acide orsellinique a été touvé le précurseur de l’AP (Figure 24), 
mais au niveau moléculaire peu de données sont disponibles sur les gènes responsables de 
sa formation.  
Suite aux résultats préalablement obtenus dans notre laboratoire (Dao, 2005), un gène de 
type MSAS appelé aomsas, correspondant à la séquence initiale AoLC35-2, a été cloné et 
séquencé chez A. ochraceus NRRL 3174. Sa taille est de 5289 pb. L’interruption 
d’aomsas a permis l’obtention d’un mutant A. ochraceus MINCUN109. Suite à une 
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culture sur un milieu synthétique nous comparons le profil métabolique (obtenu sur 
HPLC) de ce mutant à celui de la souche sauvage. Les résultats montrent que ce mutant 
ne produit plus d’AP, d’asperlactone ni d’isoasperlactone (Figure 25 A). Par contre la 
rupture de ce gène n’a rien touché à la production d’autres polycétones comme la 
melleine, l’hydroxymelleine ou encore l’OTA. 
Dans cette étude, nous voulons confirmer la fonctionnalité du aomsas par addition des 
intermédiaires dans le milieu de culture d’A. ochraceus MINCUN109. 
 
 
 
  
 
 
   Figure 23   Les deux formes tautomériques d’acide pénicillique 
 
 
 
III.2 Mode opératoire de la complémentation du mutant A. 
ochraceus MINCUN109 
 
Dans cette étude, l’acide orsellinique précurseur de l’AP et l’acide 6-methysalicyclique 
précurseur de la patuline via une PKS de type MSAS (Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan 
& Spencer, 1993) sont ajoutés séparément dans la culture d’A. ochraceus MINCUN109 à 
raison de 0.7 mM au 4ème jour d’incubation dans le milieu synthétique SM à 25°C. Au 
9ème jour d’incubation, les métabolites secondaires produits sont extraits pour l’analyse 
sur HPLC.    
 
III.3 Résultats et Discussion 
 
L’addition de l’acide orsellinique n’a pas conduit au rétablissement de la production 
d’AP et des asperlactones chez le mutant. Par contre l’addition de l’acide 6-
methysalicyclique dans le milieu synthétique du mutant MINCUN109 a rétabli sa 
capacité à produire l’AP, l’asperlactone et l’isoasperlactone (Figure 25 B). 
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Le MSA et l’acide orsellinique, précurseurs respectivement de patuline et d’AP sont tous 
les deux produits par des PKS à partir d'une unité acétate et trois unités malonate 
(Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan & Spencer, 1993) (Figure 24). Lors de la        
comparaison de la séquence Aomsas avec les MSAS disponibles dans les banques de 
 
Figure 24  (A) Voie de biosynthèse de patuline P. patulum (d’après Zamir, 1999) et (B) voie 
hypothétique de biosynthèse d’acide pénicillique (d’après Sekiguchi et al., 1987) 
 
données, le score d’identité le plus important (52%) est obtenu avec les MSAS de B. 
nivea et P. patulum , producteurs de patuline, vient ensuite une identité d’environ 48% 
avec les MSAS d’A. terreus (atX) et d’A. parasiticus (pksL2). L’alignement des 
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séquences en acides aminés de ces PKS montre que aomsas contient les 5 domaines 
catalytiques KS, AT, DH, KR et ACP dans l’ordre cité (Figure 26). 
ASP
PA
ISAP
 
 
PA
ASP
ISAP
 
Figure 25 (A). Comparaison du profil HPLC (UV=220 nm) d’A. ochraceus NRRL 3174 (ligne 
noire) et celui du mutant A. ochraceus MINCUN109 (ligne violette) sur un milieu synthétique à 
25° C. (B). Comparaison du profil HPLC (UV= 220 nm) d’A. ochraceus MINCUN109 (I) et celui 
du mutant A. ochraceus MINCUN109 + acide 6-methysalicyclique (II) sur un milieu synthétique 
à 25° C. Maximum d’absorption (UV) d’isoasperlactone (ISAP) et asperlactone (ASP) : 220 nm; 
d’acide pénicillique (AP) : 227 nm. 
A 
B 
I 
II 
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Figure 26   Alignement des domaines KS, AT, DH, KR et ACP de la séquence Aomsas d’ A. 
ochraceus  NRRL 3174 avec d’autres MSAS fongiques.  
 
Plusieurs gènes de type MSAS ont été caractérisés chez les champignons mais aucune 
étude n’a été réalisée sur la caractérisation d’une orsellinique synthase fongique. Une 
MSAS chez P. patulum et une orsellinique synthase chez P. cyclopium ont été isolées 
comme des protéines homologues (Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan & Spencer, 1993). 
Chez S. viridochromogenes, un gène d’orsellinique synthase a été caractérisé (Gaisser et 
al., 1997), il comprend les domaines actifs KS, AT, DH et ACP et montre environ 37 % 
d’identité avec les MSAS fongiques (Gaisser et al., 1997). La formation du MSA 
nécessite une réduction du groupe ß-cétone au deuxième cycle de condensation tandis 
qu’aucune réduction ne se produit dans le cas de l’acide orsellinique (Gaucher, 1968 ; 
Jordan et Spencer, 1993). Cette différence majeure explique l'absence du domaine KR 
chez l'acide orsellinique synthase bactérienne. La réduction de la chaîne de polycétone 
par la MSAS lors de la synthèse de patuline nécessite la présence du cofacteur de NADH 
(Gaucher& Shepherd, 1968). En absence de NADH, la MSAS ne catalyse pas la 
formation de MSA, comme prévu, mais cependant aucune formation d'acide orsellinique 
n’est observée.  
D’ après nos résultats, A. ochraceus NRRL 3174 produit de l’acide orsellinique mais pas 
de MSA. L’apparition de l’acide orsellinique est observée uniquement au 8ème jour de 
culture. Ce qui explique son rôle intermédiaire dans la voie de biosynthèse. Chez P. 
cyclopium  l’AP est biosynthétisé à partir d’acide orsellinique qui est proche à la MSA au 
A. ochraceus-MSAS    …GPSVSVDAACASSLVAV……AVIGHSVGEIAASVV……KPFPGSHPVMGTEI…… 
B. nivea 6MSAS    …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVA……KPFPGSHPLHGTEI…… 
P. patulum-MSAS     …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVA……KPFPGSHPLHGTEI…… 
A. parasiticus-pksL2 …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVA……KPFPGSHPLHGTEI…… 
A. terreus atX       …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVV……KPFPGSHPLHGSEI…… 
Consensus            …GPStaVDAACASSLVAi……AVIGHSVGEIAASVv……KPFPGSHPlHGsEI…… 
 
 
 
A.ochraceus-MSAS     ……LGLPTVQGVVHAAGVLE………LADMGMDSVMTTVLRRQL…… 
B. nivea 6MSAS     ……LSLPPVRGVVHAAGVLD………LSDLGVDSVMTVSLRGQL…… 
P. patulum-MSAS     ……LSLPPVRGVVHAAGVLD………LSDLGVDSVMTVSLRGQL…… 
A. parasiticus-pksL2  ……LCLPPIRGVVHAAGVLH………LSNMGMDSVMTVHLRGRL…… 
A. terreus atX        ……LSLPSVQGVVHAAGVLD………LADLGVDSVMTVTLRRQL…… 
Consensus             ……L.LP.vqGVVHAAGVL.………Lad.GmDSVMTv.LRrqL…… 
 
KS  AT  DH  
KR  ACP  
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niveau de sa structure chimique et au niveau moléculaire (Jordan et Spencer, 1993 ; 
Sekiguchi et al., 1987).  
A. ochraceus peut produire aussi certains composés de la famille des lactones comme par 
exemple l’asperlactone, l’isoasperlactone et l’aspyrone (Garson et al., 1984 ; Torres et al., 
1998). Ces métabolites sont également biosynthétisés par A. melleus (Garson et al., 1984) 
et par quelques autres espèces du genre Aspergillus (Rosenbrook et Carney, 1970). 
L’asperlactone et l’isoasperlactone ont la même structure chimique et sont deux isomères 
stéréochimiques (Figure 27).  
 
Figure 27 Structure chimique d’asperlactone et d’isoasperlactone 
 
D’après nos travaux, Le mutant A. ochraceus MINCUN109 perd également la capacité de 
produire l’asperlactone et l’isoasperlactone. Par le marquage radioactif, Staunton et al. 
(1991) démontrent chez A. melleus que ces deux pentacétones dérivent du même 
précurseur, un lactone diepoxy. Nos résultats obtenus chez A. ochraceus montre que 
Aomsas intervient dans la biosynthèse de ces deux molécules. Ces deux produits 
pourraient être générés à partir d’AP ou à partir d’un intermédiaire métabolique commun 
avec celui-ci. En effet, le MSA est une tétracétone. Pour former un pentacétone, la chaîne 
du tétracétone généré à partir de la MSAS doit subir une autre condensation avec un 
acétate. Un processus semblable chez M. ruber  a été proposé par Hajjaj et al., (1999) 
dans lequel les auteurs montrent que la biosynthèse de citrinine et des pigments rouges 
polycétones se ferait à partir d’un même intermédiaire métabolique, un tétracétone.  
Dans cette étude, nous avons identifié une MSAS (aomsas) qui coderait pour la 
biosynthèse des composés lactoniques: AP, asperlactone et isoasperlactone chez A. 
ochraceus NRRL 3174. 
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SUMMARY 
 
Penicillic acid, asperlactone and isoasperlactone  are produced Aspergillus ochraceus as 
polyketide-derived secondary metabolites. A polyketide synthase gene aomsas involved 
in the biosynthesis of this mycotoxin was cloned by using “gene walking” strategy. The 
size of aomsas gene is 5298 bp which revealed one open reading frame of 1766 amino 
acids. The predicted amino acid sequences of Aomsas show about 52 % identity to 6-
methylsalicylic acid synthases from A. terreus and P. patulum. The expression of aomsas 
gene, and polyketide production were also investigated in A. ochraceus. A mutant of A. 
ochraceus in which the aomsas was disrupted by inserting the E. coli hygromycin B 
phosphotransferase gene, could not produce penicillic acid, orsellinic acid, asperlactone 
and isoasperlactone. However no visible change in fungal growth, sporulation, or 
pigment production was observed. The incorporation of 6-methylsalicylic acid in the 
culture mutant restored its ability to produce penicillic acid, asperlactone and 
isoasperlactone. This report is the first of the cloning and characterization of a gene 
involved in lactone metabolites biosynthesis in A. ochraceus. 
 
Key words: Aspergillus ochraceus, polyketide synthase, PKS, penicillic acid, orsellinic 
acid, asperlactone, isoasperlactone.  
 
 
INTRODUCTION 
 
Aspergillus ochraceus is an ubiquitous fungus in our environment. Strains of this species 
are frequently isolated from desert soil, grassland, and cultivated soils, and as 
contaminants of plant products, green coffee beans, spices, peanuts, and corn 
(Christensen and Tuthill 1985; Kozakiewicz 1989). Several A. ochraceus isolates produce 
secondary metabolites including ochratoxins, viomellein, xanthomegnins, penicillic acid 
(PA), asperlactone and isoasperlactone (Turner and Aldridge 1983, Awad et al., 2005).  
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Like patulin, isopatulin, asperlactone, isoasperlactone, and hydropenicillic acid (DHPA), 
PA constitutes a class of chemically relatively simple 5-membered cyclic lactones. PA 
has been reported to have antibacterial activities (mostly against Gram-negative bacteria), 
antiviral, antitumoral, and cytotoxic effects as well as exhibiting a high herbicide activity 
against various field weeds (Ciegler & Kurtzman, 1970; Michito et al., 1996). The LD50 
for mice and rabbits (subcutaneous) is 110 mg kg-1 and 100-200 mg kg-1 respectively. PA 
has been shown to react with several amino acids to form less toxic products (Rudong et 
al., 1996). PA is not mutagenic in the Ames Salmonella assay, and does not elicit DNA 
repair synthesis in primary hepatocytes, although it induces single- and double-stranded 
DNA breaks in mammalian cells (Rudong et al., 1996). PA has long been known to be 
toxic to rat alveolar macrophages (Sorensen & Simpson, 1986) but has also recently been 
shown to inhibit both porcine lymphocyte proliferation (Keblys et al., 2004) and Fas-
induced apoptosis in Burkitt’s lymphoma Raji cells (Bando et al., 2003).  
PA was first isolated from Penicillium puberulum Banier (Alsberg & Black, 1913), and 
has also been reported to be produced by various other species of Penicillium  sp. 
including P. aurantiocandidum, P. aurantiogriseum, P. carneum, P. tulipae, P. freii, P. 
puberulum , P. melanoconidium, P. neoechinulatum, P. polonicum, P. brasilarum, P. 
radicicola, P. roqueforti, P. cyclopium  and P. viridicatum, (Ciegler  & Kurtzman, 1970; 
Frisvad et al., 2004; Nielsen & Smedsgaad, 2003; Smith & Moss, 1985). However 
species of P. cyclopium series are perhaps the most important producers of PA. PA is also 
produced by a few Aspergillus sp. namely A. ochraceus, A. wentii, A. melleus, A. 
alliaceus, A. sulphureus, A. ostianus, A. sclerotiorum, and the marine species Aspergillus 
ostianus (Awad et al., 2005; Davis & Diener, 1987; Kang & Kim, 2004; Namikoshi et al., 
2003). PA has also recently been reported to be produced by the keratinophilic fungus 
Malbranchea aurantiaca (Martinez-Luis et al., 2005). Large quantities of PA has also 
been reported to be produced in silage at low temperature (1 to 10 °C), in blue-eye 
disease corn caused by P. martensii (Ciegler & Kurtzman, 1970). PA can occur  as keto or 
lactone form (Fig. 1) (Cole et al., 2003). It was known as a tetraketide derived from 
orsellinic acid. The biosynthetic pathway proposed for PA is similar to that of patulin 
(Sekiguchi et al., 1987); however, no gene responsible for the biosynthesis of PA was 
characterized so far.  
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In this report, we describe the characterization of a polyketide synthase (PKS) gene 
aomsas involved in the biosynthesis of PA, asperlactone and isoasperlactone in A. 
ochraceus NRRL 3174. The mutant A. ochraceus MINCUN109 in which aomsas was 
disrupted could not produce PA, orsellinic acid, asperlactone and isoasperlactone (Fig. 1), 
two pentaketides produced by A. ochraceus (Awad et al., 2005; Torres et al., 1998). 
 
METHODS 
 
Fungal strains and culture conditions  
 
A. ochraceus NRRL 3174 was grown for sporulation at 25 °C on potato dextrose agar 
(Difco, Fisher Labosi) for 7 days. Spores were collected using a solution of 0·01 % (v/v) 
Tween 80 (Fisher Labosi), and stored at -20 °C in 25 % (v/v) glycerol (Fisher Labosi) 
befo re use. Conidia were inoculated (density ~ 106 ml-1) into 250-ml Erlenmeyer flasks 
containing 100 ml synthetic medium (SAM) at 25 °C, without shaking. The composition 
of SAM (per liter of distilled water) was: 3 g NH4NO3 (Acros), 26 g K2HPO4 (Acros), 1 g 
KCl (Acros), 1 g MgSO4.7H2O (Acros), 10 ml mineral solution (of the following 
composition, per liter of distilled water: 70 mg Na2B4O7.10H2O (Sigma), 50 mg (NH4)6 
Mo7O24.4H2O (Sigma), 1000 mg FeSO4.7H2O (Riedel-de Haën), 30 mg CuSO4.5H2O 
(Prolabo), 11 mg MnSO4.H2O (Prolabo), 1760 mg ZnSO4.7H2O (Fisher Labosi), and 50 g 
glucose (Fisher Labosi). The pH of the medium was adjusted to 6·5 by the addition of 2 
M HCl. Samples were removed every day for 17 consecutive days. Mycelium was 
harvested by filtration through a 0·45 µm filter (Millipore) frozen in liquid nitrogen and 
then stored in -80 °C before nucleic acid extraction. Filtered medium was used to extract 
PA. For dry weight determination, mycelium was dried overnight in oven at 100 °C. 
 
Extraction of secondary metabolites  
 
30 ml of filtrate samples were acidified with 200 µl of 12 M HCl, mixed with 30 ml 
chloroform. The organic phase was taken, concentrated under vacuum to dryness and the 
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residue was redissolved in 0·5 ml methanol. A volume of 20 µl of the sample was then 
further analysed by HPLC. 
High-performance liquid-chromatography (HPLC) analysis  
 
The HPLC apparatus consisted of a solvent delivery system and with both fluorescence 
(lex = 332 nm; lem = 466 nm) and UV detectors. The analytical column used was a 150 × 
4·6 mm Uptisphere 5 µm C18 ODB fitted with a guard column of 10 × 4 mm. The mobile 
phase consisted of a mixture of HPLC grade acetonitrile/water/acetic acid (100/99·8/0·2) 
at a flow rate of 1ml min-1 and the column temperature was 30 °C. Kroma 3000 (BIO-
TEK) was the data acquisition system. Injections were done with an auto- injector (BIO-
TEK, Milan, Italy) and the injection volume was 20 µl. The elution was at a flow rate of 
1 ml min-1 for 45 min. Elution phase used was acetonitrile (B) and acet ic acid in water 
0·2 % (A). The sample was eluted with a linear gradient from 10 % to 50 % of B over the 
first 30 min followed by a linear gradient to 90 % of B from 30 to 35 min and then a 
steady flow of 90 % of B through 8 min and then reduced to 10 % of B through 2 min.  
Secondary metabolites of A. ochraceus were detected by comparing the elution time and 
maximum absorption of UV with the standards. Isoasperlactone (maximum absorption 
lmax  = 220 nm) was released at 5 min 30s, asperlactone (lmax = 220 nm) at 7 min 30s, PA 
(lmax = 227 nm) at 10 min 50 s, and orsellinic acid (lmax = 215; 260 and 305 nm) at 12 
min. 
 
Nucleic acid extraction 
  
Genomic DNA was extracted by using lysing enzyme and proteinase K as previously 
described (Dao et al., 2005). Total RNA was extracted from A. ochraceus NRRL 3174 
using the Tri-reagent (Euromedex) which included the following steps: 200 mg of 
mycelia was homogenized in 1 ml of Tri reagent by using an Ultra-Turax. After 5 min at 
room temperature, 0·2 ml of chloroform was added to the homogenized samples, 
vigorously vortexed, stored for 10 min at room temperature and then centrifuged at 15000 
g for 15 min at 4 °C. The aqueous phase containing RNA was transferred into a 
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microcentrifuge tube and 0·5 ml isopropanol (Euromedex) was added for RNA 
precipitation at room temperature (15 min). The RNA was pelleted by centrifuging at 
12000 g at 4 °C for 15 min, washed with 1 ml of 75 % ethanol then air-dried and 
dissolved in 50 µl of 0·1 % Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma) water. The quality and 
quantity of RNA was checked by the OD260/280 ratio and agarose (Fisher Labosi) gel 
electrophoresis according to standard protocols (Sambrook et al., 1989). 
 
PCR reaction and sequencing 
  
PCR was performed with the Taq  recombinant polymerase (Invitrogen, USA). 
Amplification was carried out in a 50 µl reaction mixture containing: 5 µl of Taq 
polymerase 10× buffer, 1·5 µl of 50 mM MgCl2, 1 µl of dNTP 10 mM of each (Promega), 
1 µM of each primer, 1·5 U of Taq, about 200 ng of DNA genomic, H2O up to 50 µl. 
Reaction conditions were: 94 °C for 4 min, (94 °C for 45 s, 53 °C for 45 s and 72 °C for 1 
min) × 30 cycles followed by an incubation at 72 °C for 10 min. The amplified products 
were examined by 1 % (w/v) agarose (Promega) gel. The PCR products were cloned into 
pCR2.1-Topo vector (Invitrogen) according to the supplier’s instructions. Two clones for 
each PCR product were sequenced and this was performed by Genomexpress (Grenoble, 
France).  
The 5’ and 3’ regions of the aomsas gene were cloned by using the RACE-PCR kit 
(Invitrogen) according to the protocol recommended by the manufacturer. 
 
RT-PCR reaction 
 
The expression of the A. ochraceus NRRL 3174 aomsas gene was examined by using 
RT-PCR with two specific primers AoLC35-2L and AoLC35-2R designed from KS 
domain of the aomsas gene (Table 1). For RT-PCR, total RNA was treated with DNase I 
(Promega) to remove DNA contamination. cDNA was synthesized from each sample 
with Advantage RT- for-PCR Kit (BD Biosciences) according to the supplier’s manual. 
cDNA amplification were performed using Taq recombinant polymerase (Invitrogen, 
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USA) according to the conditions described above. Beta tubulin was used as a control 
using primers TubF and TubR (Table 1). 
 
 
Mutant construction 
 
The aomsas gene was disrupted by inserting the E. coli hygromycin B phosphotransferase 
gene (hph) flanked by A. nidulans trpC promoter and terminator sequences (Cullen et al., 
1987.) from plasmid pID21 (Tang & Holden, 1992). For the construction of the 
transformant vector a 2 kb fragment of the aomsas gene containing the SalI restriction 
enzyme site was amplified by PCR with primers MSdF and MSdR (Table 1) then cloned 
into pCR2.1-Topo vector (Invitrogen). The plasmid was then restricted using SalI and 
then ligated to 2·2 kb of the hph gene cassette generated from pID2.1 vector to produce 
plasmid TopoMS2.1. 
A. ochraceus protoplasts were prepared and transformed with TopoMS2.1 (Figure 5 A) as 
previously described by O’Callaghan et al. (2003). The lysing enzyme (Sigma) was used 
at 40 mg ml-1. Hygromycin-resistant transformants were selected on YES medium (20 g l-
1 of yeast extract (Difco), 1 M sucrose (Fischer)) supplemented with 150 µg hygromycin 
B ml-1 (Calbiochem). Transformant plates were incubated at room temperature for 24 h 
and then at 30 °C for 4 days. Approximately 30 transformants were obtained per 
microgram of plasmid DNA. Putative transformants were replicated onto hygromycin-
supplemented PDA plates for further analysis. 
 
Screening of transformants  
 
The presence of the hygromycin resistance gene cassette in transformants was first 
checked by using PCR approach including two hph gene specific primer hph2R and 
hph2F (Table 1). Hygromycin PCR positive transformants were then subjected to a 
second PCR using the hph specific primer ( hph2F, Table 1) and the aomsas gene specific 
primer (MSdR, Table 1). Positive PCR transformants were then grown in synthetic 
medium for analyses of secondary metabolites production in these mutants by HPLC. 
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Addition of 6-methylsalicylic acid to a culture of A. ochraceus MINCUN109 
 
A complementation study was achieved by the addition of 6-methylsalicylic acid  (at a 
concentration of 0.7mM)  to a 72 h culture of A. ochraceus MINCUN109 into 250-ml 
Erlenmeyer containing 100 ml synthetic medium at 25 °C, without shaking. After 4 days 
from precursor addition secondary metabolites were extracted for HPLC analyses.  
 
Data analysis  
 
The deduced amino acid sequence was determined using the 
http://www.expasy.org/tools/dna.html site while protein-protein Blast (Blastp) searches 
were conducted at the GenBank database: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. The alignments 
were conducted using the website http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html. 
Intron in DNA sequence was predicted by the presence of canonical GT and AG 
dinucleotides and was then confirmed by comparing genomic DNA and cDNA 
sequences. 
 
Sequence accession number 
 
The sequence obtained was deposited in Genbank under the accession number AY540947. 
 
RESULTS 
 
Cloning of polyketide synthase gene in A. ochraceus NRRL 3174 by using “gene -
walking” strategy 
 
The degenerated primer pair LC3/LC5c (Table 1), previously designed for ketosynthase 
(KS) domains of MSAS type PKSs (Bingle et al., 1999) were used to isolate putative 
PKS gene involved in MSAS type PKS. PCR on genomic DNA of A. ochraceus with 
these primers amplified successfully one KS domain sequence of 700 bp, which 
displayed a high identity to KS domains of MSAS type PKSs characterized. For example, 
Résultats et discussion                                                                                                                     Chapitre III 
 127 
68 % identity to the PKS involved in the 6-methylsalicylic acid synthesis (6MSAS) in 
Byssochlamys nivea (Genbank N° AAK48943), 66 % to pksM of A. terreus 
(AAC49814), 65 % to pksL2 of A. parasiticus (AAC23536). Alignment of the amino 
acid sequences of pksM, pksL2 and 6MSAS revealed two conserved regions, 
GVSAMGFPW and GVVHAAGV which were used to design two degenerated primers, 
MS2 and MS4 respectively (Fig. 2a). The specific primers MS1 (Table 1), placed at the 
end of Aomsas-KS domain, and MS2 allowed by PCR to span 2 kb downstream the 3’ 
extremity of the gene. Using the same strategy, we sequenced the next 1·3 kb of the 
aomsas gene (Fig. 2a and 2b). The 5’ and 3’ extremity portions were amplified and 
sequenced by using RACE-PCR technique on cDNA with primers MS6 and MS4 (Fig. 
2b).  
The size of complete sequence of aomsas is 5298 bp which displayed a unique open 
reading frame (ORF) of 1766 amino acids. No intron was found in aomsas sequence. 
This was confirmed by comparing genomic DNA and cDNA sequences. The Aomsas 
amino acid sequence showed about 48-52 % identity to PKSs involved in the 6-
methylsalicylic acid synthesis of B. nivea (AAK48943), A. terreus (AAC49814), and P. 
griseofulvum (CAA39295). Aomsas has also a significant identity (40 %) with the PKS 
(T30871) responsible for orsellinic acid biosynthesis in Streptomyces viridochromogenes. 
Like other fungal MSAS characterized, the deduced amino acid sequence Aomsas 
contained the five functional domains characteristic of a fungal type I PKS. These 
domains were (from N terminus to C terminus) b-ketoacyl synthase (KS), acyltransferase 
(AT), dehydratase (DH), b-ketoacyl reductase (KR), and an acyl carrier protein (ACP) 
(Fig. 3). No thioesterase domain was detected. 
 
PA production and aomsas gene expression 
 
The kinetic study of PA production and expression of aomsas were performed during the  
growth of A. ochraceus. PA production seemed to be associated with the development of 
A. ochraceus mycelium (Fig. 4a). PA was detected from day 3, reached a maximum at 
day 11 then started to be decreased. During the growth of A. ochraceus no 6-
methylsalicylic acid (MSA) was detected but a very low quantity of orsellinic acid at day 
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8 only (data not shown). Transcription signal of aomsas gene observed from day 3 
onwards, stayed constant at maximum level between day 5 and 8, and then stopped after 
day 11 (Fig. 4b). This seemed to be well correlated to PA production.  
 
Disruption of aomsas gene in A. ochraceus 
 
Following transformation of A. ochraceus with TopoMS2.1 vector, one hundred and 
twenty transformants were obtained. Forty transformants were first screened by PCR on 
genomic DNA with two primers hph2R/hph2F (Table 1) in order to monitor the 
integration of the hph  gene in the genome of A. ochraceus. The PCR positive 
transformants which integrated hygromycin gene in the genome were checked by one 
other PCR using one specific primer designed from the aomsas gene (MSdR, Table 1) 
and the other one from hph gene (hph2F) (Fig. 5). Thirty nine transformants given 
positive results for two PCR were inoculated into liquid synthetic medium to check 
secondary metabolite production by using HPLC. All of them displayed the same HPLC 
profile. In comparison with the A. ochraceus wild-type, all these mutants could not 
produce PA, asperlactone and isoasperlactone (Fig. 6) but no difference in fungal growth, 
sporulation, or pigment production were observed.  
 
Complementation study 
 
Chemical complementation of the disrupted mutant was performed in order to check the 
ability of the mutant to produce PA, asperlactone and isoasperlactone. Results showed 
that on the addition of 6-methylsalicylic acid in the A. ochraceus MINCUN109 culture, 
PA, asperlactone and isoasperlatone were produced (Fig. 7).  
 
DISCUSSION 
 
In spite of the remarkable structural diversity of fungal polyketides, molecular analysis of 
pks genes showed that their catalytic domains are well conserved. Based on the best 
conserved domain, the ketosynthase (KS) one, some sets of degenerated primers were 
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designed to amplify this domain from fungal PKSs (Bingle et al., 1999; Lee et al., 2001; 
Nicholson et al., 2001). 
In a previous work (unpublished data), we found that A. ochraceus NRRL 3174 produced 
penicillic acid, asperlactone , isoasperlactone and orsellinic acid but no MSA. In P. 
cyclopium , PA was known to be biosynthesized from the tetraketide orsellinic acid which 
is well related to MSA both at chemical structure and genetic level (Jordan & Spencer, 
1993; Sekiguchi & Yamada, 1987). That is why we used the LC3/LC5c primers, 
previously designed for MSAS type PKSs (Bando et al., 2003), to clone pks gene of PA 
in A. ochraceus NRRL 3174. Sequencing of PCR product revealed only one ORF which 
was closely related with other KS domains from MSAS-type PKSs found in Genbank. 
Using degenerated primers based on the high similarity observed with other PKSs in this 
group, we amplified successfully, in combination with RACE-PCR, the whole of this 
gene. 
During this study, the expression of aomsas gene was investigated. The induction of this 
gene seem be coupled with PA production of A. ochraceus (Fig. 4). We detected also the 
presence of several other polyketides, orsellinic acid, asperlactone, isoasperlactone, 
xanthomegin, viomellein, and ochratoxin A (data not shown) in the culture of A. 
ochraceus NRRL 3174 but not MSA. The transitory presence of orsellinic acid (at day 8 
only) was probably due to its intermediary role in the biosynthesis of PA.  
We knocked out the aomsas gene in A. ochraceus NRRL 3174 through insertional 
inactivation with the E. coli hygromycin B phosphotransferase gene (hph ). Although no 
morphological significant visible difference with the wild-type was observed, the A. 
ochraceus MINCUN109 mutant lost the capacity to produce PA, orsellinic acid, 
asperlactone and isoasperlactone (Fig. 6), indicating a functional role for the aomsas gene 
not only in the biosynthesis of PA but also in asperlactone and isoasperlactone.  
PA and patulin are produced by different fungal species, however, their biosynthetic 
pathway are similar. MSA and orsellinic acid, precursors of PA and patulin respectively, 
are both aromatic compounds derived from one acetyl-CoA and three malonyl-CoA 
(Axberg & Gatenbeck, 1975; Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan & Spencer, 1993). 
Blastp and phylogenetic analysis showed that the predicted translation product of the 
aomsas gene contains five putative functional domains: KS, AT, DH, KR and ACP (from 
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N to C terminus) (Fig. 3), and was closely related to fungal MSAS (up to 52 % identical 
amino acid). Alignment of other MSAS characterized with Aomsas did not detect any 
variation in catalytic domains of the later.  
In the biosynthesis of MSA, the polyketide chain is modified by a reduction and 
dehydration prior to internal aldol cyclization. The formation of orsellinic acid does not 
involve any modification of the polyketide chain, which is key difference from MSA 
pathway, prior to the intramolecular aldol reaction (Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan & 
Spencer, 1993). Various MSAS genes in fungi were characterized but no orsellinic acid 
synthase gene. MSAS from P. patulum  and orsellinic acid synthase from P. cyclopium  
have both been isolated as homogeneous proteins (Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan & 
Spencer, 1993). The MSAS is a homotetramer with a subunit Mr of 180 000. The 
orsellinic acid synthase subunit has a lower Mr of 130 000 reflecting presumably the 
absence of the reductase and dehydratase activities (Gaucher & Shepherd, 1968; Jordan 
& Spencer, 1993). In S. viridochromogenes, orsellinic acid synthase gene was 
characterized (Gaisser et al., 1997). This contained only four active domains, KS, AT, 
DH and ACP, and shown to be related to fungal MSAS gene (~37 % identity) (Gaisser et 
al., 1997). Hence bacterial orsellinic acid gene is shorter than fungal MSAS gene due the 
lack of KR domain. Although the MSAS needs NADH for its reduction activities to form 
MSA, no formation of orsellinic acid by this enzyme was detected in absence of NADH 
(Gaucher & Shepherd, 1968). In A. ochraceus, another polyketide synthase gene of 
MSAS type was identified (Edwards et al., 2002). However, this is very highly clustered 
to pksL2 of A. parasiticus (until 96 % of identity) while Aomsas displayed only 46 % of 
identity to the later. This suggested existence of one particularity for Aomsas.  
Orsellinic acid and 6-methylsalicylic acid differ by only one hydroxyl group in their 
structure. In A. ochraceus, we did not detect MSA but PA and orsellinic acid. When the 
aomsas gene was disrupted, no production of those compounds was detected. Hence, the 
aomsas gene plays a key role in the biosynthesis orsellinic acid, precursor of PA. We 
showed also that A. ochraceus MINCUN109 produced PA when supplied 6-
methylsalicylic acid in the culture medium (Fig 7).  
Asperlactone and isoasperlactone are two isomeric pentaketides produced by A. 
ochraceus and A. melleus. It has been suggested that they derive from a common 
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biosynthetic precursor, a diepoxy intermediate (Staunton & Sutkowski, 1991). In this 
study, inactivation of the aomas gene caused the inability to produce asperlactone and 
isoasperlactone of A. ochraceus MINCUN109 suggesting that intermediates generated 
from aomsas gene serve as precursors in their biosynthesis. The incorporation of 6-
methylsalicylic acid in the culture mutant was shown to restore its ability to produce also 
asperlactone and isoasperlactone (Fig 7), indicating that they are derived from the 
biosynthesis pathway of PA. 
Many details on the function of PKSs were not clarified. This work is the first report 
about the characterization of methylsalicylic acid synthase gene in A. ochraceus. 
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Table 1. Oligonucleotides used for PCR and RT-PCR 
 
Primer name                  Sequence (5’-3’)                        
LC3                  GCIGA(A/G)CA(A/G)ATGGA(T/C)CCICA 
LC5c                GTIGAIGTIGC(G/A)TGIGC(T/C)TC 
MS1                 GCCGCCGGCGTTGACCCGATGAC 
MS2                 CCCATIGCTG(T/C)IACIAGICC 
MS3                 CTTAGCAAATCATTCACCATGGAC  
MS4                 A(A/G)ICCIGCGCRTGACIACICC 
MS5                 ATCCAAACGCTAGACCAACTCGGC 
MS6                 CATTTTCGATCGCCTGCCATGCC 
MSdR               CCGATCGTGTTCAGATCTTGACCTTCCTGATG 
MSdL               ACTAAGTTGGGGATGTCCTGAGATGACGAGA 
AoLC35-2L     CTGGAGGATCTCGCTGATGT  
AoLC35-2R     TTTGATCGACCATTGTGTGC 
hph2F               CGGGGGCAATGAGATATGAAAAAG  
hph2R             GAACCCGCTCGTCTGGCTAAG 
TubF             CTCGAGCGTATGAACGTCTAC 
TubR               AAACCCTGGAGGCAGTCGC  
I: Inosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Structure of penicillic acid, asperlactone and isoasperlactone 
 
O 
O O 
C H 3 
C H 
3 
C H 2 
HO 
H 3 H 
H 
H 
O O H 3 C 
OH 
OC 
Keto and lactone forms of penicillic acid  
 
Résultats et discussion                                                                                                                     Chapitre III 
 136 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Cloning of the aomsas gene in A. ochraceus NRRL 3174 using “gene 
walking” strategy.  
a: Alignment of KS domain sequence of Aomsas with other PKSs characterized of 
MSAS-type. Two degenerated primers MS2, MS4 were designed from conserved 
regions GVSAMGFP and GVVHAAGV respectively. 
b: Scheme of primer combination used to sequence the whole of aomsas gene 
by PCR and RACE-PCR (kit supplied by Invitrogen with 5’-primer and 3’-primer).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Alignment of KS, AT, DH, KR, and ACP domains of the Aomsas sequence in 
A. ochraceus NRRL 3174 with other fungal MSAS-type PKSs.   
A. ochraceus-MSAS    …GPSVSVDAACASSLVAV……AVIGHSVGEIAASVV……KPFPGSHPVMGTEI…… 
A. terreus-pksM    …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVA……KPFPGSHPLHGTEI…… 
A. parasiticus-pksL2 …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVA……KPFPGSHPLHGTEI…… 
P. patulum-MSAS      …GPSTAVDAACASSLVAI……AVIGHSVGEIAASVV……KPFPGSHPLHGSEI…… 
Consensus            …GPStaVDAACASSLVAi……AVIGHSVGEIAASVv……KPFPGSHPlHGsEI…… 
 
 
 
A.ochraceus-MSAS     ……LGLPTVQGVVHAAGVLE………LADMGMDSVMTTVLRRQL…… 
A. terreus-pksM     ……LSLPPVRGVVHAAGVLD………LSDLGVDSVMTVSLRGQL…… 
A. parasiticus-pksL2  ……LCLPPIRGVVHAAGVLH………LSNMGMDSVMTVHLRGRL…… 
P. patulum-MSAS       ……LSLPSVQGVVHAAGVLD………LADLGVDSVMTVTLRRQL…… 
Consensus             ……L.LP.vqGVVHAAGVL.………Lad.GmDSVMTv.LRrqL…… 
 
KS  AT  DH  
KR  ACP  
Aomsas-KS             ---VDAACASSLVA---FVEAHATST-- 
B.nivea-MSAS          ---VDAACASSLVA---YVEAHATST------------GVSAMGFPW-------GVVHAAGV----GVDSVMTV--- 
A.terreus-pskM        ---VDAACASSLVA---YVEAHATST------------GVSAMGFPW-------GVVHAAGV----GVDSVMTV--- 
A.parasiticus-pksL2   ---VDAACASSLVA---YVEAHATST------------GVSAMGFPW-------GVVHAAGV----GVDSVMTV--- 
Consensus             ---VDAACASSLVA---YVEAHATST------------GVSAMGFPW-------GVVHAAGV----GVDSVMTV--- 
 
 
PCR2 = 2 kb 
MS3 MS1 MS6 5’-primer 3’-primer MS5    
PCR3 = 1.3 kb  KS = 0.7 kb 
MS4 MS2 
RACE-PCR3’ = 1 kb  RACE-PCR5’ = 0.4 kb  
a 
b 
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Fig. 4. (a) Kinetic production of penicillic acid (PA) in a growing culture of A. 
ochraceus at 25 °C in synthetic medium. (b) Profile of aomsas expression (upper 
panel) by RT-PCR. beta tubulin was used as a loading control (bottom panel). 
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Figure 5. A. Targeted deletion of a 2 kb region of aomsas from the genome of the wild-
type A. ochraceus by inserting hygromycin B phosphotransferase gene (hph). TopoMS2.1, 
transforming vector. MSdR and MSdF: position of primers used to amplify 2 kb region of 
aomsas. WT, genomic DNA of wild-type A. ochraceus. MINCUN109, genomic DNA of 
A. ochraceus mutant with deletion of aomsas. 
B. PCR screening of A. ochraceus transformants. One PCR product of 0.6 kb (lane 1) 
obtained with primers hph2R/hph2F from the hph gene and one 2.2 kb product (lane 3) 
with MSdR/hph2F confirmed the integration of the gene hph in A. ochraceus 
MINCUN109. No product was amplified in A. ochraceus wild-type with hph2R/hph2F 
(lane 2) and MSdR/hph2F (4). Lane 5: size markers (Promega) 
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Fig. 6. HPLC chromatograms of the liquid culture extracts from A. ochraceus NRRL 
3174 and A. ochraceus MINCUN109 mutant grown in synthetic medium at 25 °C and 
UV spectra of  isoasperla ctone (IASP): 220 nm;  asperlactone (ASP): 220 nm;  and 
penicillic acid (PA): 227 nm. 
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Figure 7. HPLC chromatograms of the liquid culture extracts from A. ochraceus 
MINCUN109 (A) and A. ochraceus MINCUN109 supplied by 6-methylsalicylic (B) 
grown in synthetic medium at 25 °C. UV spectra of isoasperlactone (IASP): 220 nm; 
asperlactone (ASP): 220 nm; and penicillic acid (PA): 227 nm. 
A 
B 
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Chapitre IV. Développement d’un système PCR en temps réel pour la 
détection et la quantification d’Aspergillus carbonarius dans le 
raisin. Evaluation rapide de la teneur en OTA du raisin 
 
 
IV.1 Introduction 
 
L'ochratoxine A, métabolite secondaire produit par des moisissures des genres 
Aspergillus et Penicillium , possède des propriétés cancérogène, tératogène, 
immunosuppressive et probablement neurotoxique et génotoxique  (Varga et Kozakiewicz, 
2006). Sa présence est signalée dans plusieurs denrées alimentaires (Battilani et al., 2003). 
En 1996, l’OTA est détectée pour la première fois dans le vin (Zimmerli et Dick, 1996). 
Dès lors,  des études sont menées pour mieux comprendre ce problème en déterminant les 
niveaux de contamination et les champignons producteurs dans la filière raisin.  
 
Les Aspergillus de la section Nigri (black aspergilli) sont considérés comme les 
contaminants majeurs des raisins (Varga et Kozakiewicz, 2006), capables de produire de 
l’ochratoxine A. Parmi ces black aspergilli, A. carbonarius est considéré comme le 
principal responsable de l’ochratoxigénicité au sein de la filière raisin (Battilani et al., 
2003).   
 
Pour mieux lutter contre l’OTA, il est indispensable de développer des méthodes rapides 
pour identifier et quantifier la présence d’A. carbonarius dans les raisins. Les méthodes 
classiques d’identification et de quantification fongiques sont  laborieuses, longues et 
nécessitent une expérience confirmée dans la taxonomie des champignons (Dao et al., 
2005). Or, ces problèmes peuvent être résolus par l’utilisation de la méthode PCR, qui 
réduit le temps de détection de quelques jours en quelques heures et qui permet de 
détecter de façon précoce la contamination potentielle des produits alimentaires par les 
champignons mycotoxinogènes (Geisen et al., 2004). De plus, la PCR en temps réel 
basée sur la mesure de la fluorescence au fur et à mesure de l'apparition des amplicons, 
rend possible, en routine et de manière fiable, la quantification des microorganismes 
(Geisen et al., 2004).  
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Le but de notre travail est de développer une méthode alternative basée sur la PCR en 
temps réel permettant de détecter et de quantifier A. carbonarius grâce à un couple 
d’amorces spécifiques dessinées à partir d’un gène de polycétone synthase. Nous 
montrons aussi qu’il est possible de corréler la quantité d’ADN d’A. carbonarius avec la 
teneur en OTA dans le raisin.  
 
IV.2 Méthode opératoire 
 
La méthode consiste à créer dans une première étape un couple d’amorces spécifiques 
pour la détection d’A. carbonarius par PCR et de le valider dans un système de 
quantification d’A. carbonarius par PCR en temps réel. La seconde étape consiste, à 
quantifier A. carbonarius dans des échantillons de raisin et de faire corréler l’ADN d’A. 
carbonarius quantifié avec la teneur en OTA mesurée préalablement dans les échantillons 
pour permettre d’avoir une estimation rapide du niveau de contamination en OTA à partir 
de la quantification d’ADN. 
 
IV.3 Résultats 
 
IV.3.1 La sélection et la spécificité des amorces: 
 
Nous avons identifié chez A. carbonarius un gène de polycétone synthase, Ac12RL3. Un 
couple d’amorces spécifiques Ac12RL_OTAF/Ac12RL_OTAR est dessiné à partir des 
régions non conservées de ce gène. Ce couple d’amorces donne un produit PCR de taille 
de 141 pb sur l’ADN génomique d’A. carbonarius.  Pour démontrer la spécificité du 
couple d’amorces, 16 souches fongiques mycotoxinogènes (Tableau 12) sont utilisées. 
Lors de l’amplification par PCR sur l’ADN de ces souches, 
Ac12RL_OTAF/Ac12RL_OTAR donne une bande de 141 pb avec seulement A. 
carbonarius M333 et A. carbonarius 2Mu134 (Table 12), montrant ainsi la spécificité du 
couple d’amorces choisi. 
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Tableau 12 Les souches fongiques utilisées pour la validation du couple d’amorces spécifiques à 
A. carbonarius 
 
Espèces                            Mycotoxines        PCR 
Aspergillus carbonarius M333 (isolé du café) Ochratoxine A             +  
A. carbonarius 2Mu134 (isolé du raisin) Ochratoxine A             + 
A. niger K1541N (isolé du café) Ochratoxine A             - 
A. niger 2C939N (isolé du raisin) Ochratoxine A                                         - 
A. flavus INRA Toulouse (*) Aflatoxines B1, B2, G1, G2                    -    
A. melleus NRRL 3519 (**) Ochratoxine A                         -  
A. ochraceus NRRL 3174 Ochratoxine A, acide penicillique           - 
A. sulfureus NRRL 4077 Ochratoxine A                         - 
A. fumigatus NCPT 13 (***) Gliotoxine, Fumagilline                          - 
Byssochlamys nivea NRRL 2615 Patuline                                                   - 
F. verticillioides NRRL 6442 Fumonisine B1, B2, B3, B4                    - 
Penicillium citrinum NRRL 1843 Citrinine                                                  - 
P. verrucosum NRRL 3711 Ochratoxine A                                         - 
P. chrysogenum NCPT 74 Acide penicillique                                   -  
P. expansum NCPT 40 Patuline                                                  - 
Monascus ruber NCPT 5 Citrinine                                                  - 
* : INRA : Institut National de Recherche Agronomique, France 
** : NRRL  : Northern Regional Research Laboratory, Illinois, USA 
*** : NCPT: Numéro de Collection du laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, France 
 
 
IV.3.2 Le développement de la PCR quantitative pour A. carbonarius 
 
Une série de dilution de 10 fois de l’ADN d’A. carbonarius  entre 1 µg et 1 pg est 
analysée par une quantification en temps réel conjugué avec le SYBR Green I en utilisant 
le couple d’amorces spécifiques à A. carbonarius. Le SYBR Green I est un agent 
intercalant fluorescent qui se lie à l'ADN double brin. La quantification en temps réel est 
basée sur la mesure de l’intensité de la fluorescence émise durant l’amplification. 
La  fluorescence est mesurée à la fin de l'étape d'élongation de chaque cycle et le Ct 
“Threshold cycle”, cycle où il y a une détection claire de l’augmentation de la 
fluorescence, est calculé par le logiciel de la machine. 
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Ensuite, une courbe standard est élaborée en traçant  le Ct contre le logarithme d’ADN de 
chaque dilution. Le coefficient de corrélation linéaire R2 de cette courbe standard est de 
0.9734 (Figure 28) et démontre précisément que la quantification en temps réel est 
possible. Par conséquent, l’utilisation de cette courbe standard permet la quantification 
d’ADN d’A. carbonarius dans les denrées alimentaires comme le café et le raisin.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 Elaboration de la courbe standard pour la quantification moléculaire d’A. carbonarius  
 
 
IV.3.3 Application de la PCR quantitative pour quantifier A. 
carbonarius dans les raisins 
 
Le système de quantification en temps réel d’A. carbonarius est utilisé pour détecter et 
quantifier A. carbonarius sur 72 échantillons de raisin. La quantité d’ADN dans chaque 
échantillon est calculée grâce à la courbe standard élaborée, et elle est exprimée en pg 
ADN/ mg baie. L’OTA est aussi analysée dans les échantillons de raisin en utilisant des 
colonnes d’immuno-affinité suivies par une analyse sur HPLC.  
La quantité d’ADN d’A. carbonarius (pg ADN/ mg baie) est exprimée en fonction de la 
teneur en OTA exprimée en ppb pour chaque échantillon. Une corrélation linéaire 
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positive, R2=0.8184 est bien que certains échantillons ne possedent pas d’OTA alors qu’il 
y a de faible quantité d’ADN d’A. carbonarius dedans (Figure 29).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 Corrélation entre l’ADN d’A.carbonarius et l’OTA dans 72 échantillons de raisin 
 
 
IV.4 Discussion  
 
Depuis sa signalisation dans le vin en 1996 par Zimmeli et Dick, (1996), l’OTA occupe 
une grande importance dans la filière raisin. En effet, la toxine est produite dans le champ 
et A. carbonarius est considéré comme le principal producteur dans cette filière. Dans le 
cadre d’une gestion s’appuyant sur la prévention, il est primordial d’évaluer la quantité de 
champignons toxinogènes présents à un moment donné dans la matière première destinée 
à la consommation et à la fabrication.  
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Dans notre étude, nous avons développé un couple d’amorces spécifiques pour la 
détection d’A. carbonarius. Ce couple a été dessiné à partir des régions non conservées 
du gène de polycétone synthase Ac12RL3. La spécificité de la méthode PCR développée 
pour A. carbonarius présente un outil intéressant dans  la détection précoce de ce 
champignon dans les denrées alimentaires comme le café et le raisin pour, par la suite, 
réduire le risque OTA dans la chaîne alimentaire.   
 
La détection et la quantification d’A. carbonarius dans le raisin sont réalisées en utilisant 
la PCR en temps réel conjugué avec la sonde fluorescente SYBR Green I. La quantité 
d’ADN de A. carbonarius est corrélée avec la teneur en OTA pour 72 échantillons. Une 
corrélation positive (R2=0.8184) est obtenue malgré la présence de faibles quantité s 
d’ADN d’A. carbonarius dans des échantillons sans OTA. Il est connu que A. 
carbonarius est un contaminant majeur de la filière raisin et que c’est une espèce 
fortement productrice d’OTA. Dans les méthodes classiques, il a été démontré que la 
présence de champignon ne signifie pas une contamination en OTA. Ceci doit être pris en 
considération lors de l’interprétation des donnés de la relation entre l’ADN d’A. 
carbonarius et la teneur en OTA dans cette étude. 
En tous cas, on peut considérer qu’une valeur d’ADN d’A. carbonarius inférieure à 10 pg 
ADN/ mg baie assure une bonne sécurité puisqu’elle correspond à une valeur inférieure à 
2 ppb d’OTA (Figure 29), la limite maximale fixée par l’Union Européen pour les raisins 
et vins.  
En conclusion, les résultats de la quantification peuvent être considérés comme un outil 
intéressant dans le domaine de la qualité et la sécurité alimentaire qui peut réduire le 
temps d’analyse de quelque jours à quelque heures et aussi mieux gérer le risque OTA 
dans la filière. 
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Abstract 
Aspergillus carbonarius  is an ochratoxin producing fungus that has been considered to be 
responsible of the ochratoxin A (OTA) contamination in grapes and wine. In order to     
monitor and qua ntify A. carbonarius, a specific primer pair    
Ac12RL_OTAF/Ac12RL_OTAR has been designed from the acyltransferase (AT) 
domain of the polyketide synthase sequence Ac12RL3 to amplify 141 bp PCR product. 
Among the mycotoxigenic fungi tested, only A. carbonarius gave positive result. This 
specific primer pair was also successfully employed in real time PCR conjugated with 
SYBR® Green I dye for the direct quantification of this fungus in grape samples. A 
positive correlation (R2 = 0.81) was found between A. carbonarius DNA content and 
OTA concentration in 72 grape samples, allowing for the estimation of the potential risk 
from OTA contamination. Consequently, this work offers a quick alternative to 
conventional methods of OTA quantification and mycological detection and 
quantification of A. carbonarius in grapes. 
 
Keywords: Aspergillus carbonarius, Ochratoxin A, grapes, real-time PCR, 
polyketide synthase gene  
 
Introduction 
Ochratoxin A (OTA) is a pentaketide mycotoxin which contaminates different plant 
products, including cereals, coffee beans, nuts, cocoa, pulses, beer, wine, spices and dried 
vine fruits (Varga et al., 2001).  
Ochratoxin A is a potent nephrotoxin, which also exhibits immunosuppressive, 
teratogenic and carcinogenic properties. In humans, OTA is frequently cited as the 
possible causative agent of Balkan endemic nephropathy (Varga and Kozakiewicz, 2006). 
Recently, it has been suggested as playing a role in chronic karyomegalic interstitial 
nephropathy and chronic interstitial nephropathy in Tunisia (Maaroufi et al., 1999), 
urothelial tumors (end stage renal disease) in Egypt (Wafa et al., 1998), and testicular 
cancer (Schwartz, 2002). 
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Ochratoxin A was first detected in wine by Zimmerli and Dick (1996). Since then, OTA 
has also been detected in other grape-derived products (Battilani et al., 2004). Ochratoxin 
contamination of grapes takes place in the field and is caused mainly by black aspergilli. 
Among black aspergilli, A. carbonarius is the most important as OTA producing isolates 
are observed more frequently (41–100% of the examined isolates; (Teren et al., 1996; 
Abarca et al., 2003; Battilani et al., 2003). Currently maximum permitted levels of 2 µg 
Kg-1 have been established for OTA in wines and grape must based drinks in the 
European Union (Commission regulation No 123/2005 amending Regulation No 
446/2001 as regards ochratoxin A) (Varga and Kozakiewicz, 2006). 
 
To prevent OTA in grapes or in any others foodstuffs, it is necessary to have a rapid and 
specific method to detect the producing fungi early (Dao et al., 2005). Detection of these 
fungi, in the case of grapes, is particularly critical around harvest time, when 
contamination levels and OTA production is considered high (Serra et al., 2003; Patino, 
et al., 2005). Usual identification and quantification methods of food-borne fungi require 
multiple steps. They are time-consuming and often, mycological expertise is necessary 
(Dao et al., 2005). Nowadays, many studies reported on PCR-based methods giving a 
more specific, sensitive and rapid detection of the target organism and can be automated 
(Farber et al., 1997; Geisen et al., 2004). One of the most important factors in the 
development of such method is the reliability of the primer set designed and the targeted 
DNA sequence of interest organism (Dao et al., 2005). 
In the area of quantitative PCR analysis, the real time PCR has greatly simplified the 
procedure, with the continuous monitoring of samples through amplification; allowing for 
the easy identification of the exponential phase of amplification for the various standard 
and unknown templates, using either the fluorescent double-strand specific SYBR® 
Green I dye or a sequence specific hybridization probe format (Casey and Dobson, 2004). 
Both systems have proven useful in monitoring and quantification of fungal population in 
many food commodities such as meat (Bogs et al., 2006), coffee (Fungaro et al., 2004), 
wheat (Schnerr et al., 2001; Schnerr et al., 2002; Geisen et al., 2004), and grapes (Mulè et 
al., in press).  
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The objective of the present study was to establish a molecular assay for the direct 
detection and quantification of A. carbonarius in grape samples collected from French 
vineyard, and to correlate A. carbonarius DNA with OTA content in grapes in order to 
have an approximately estimation of the OTA contamination level. 
 
Material and methods 
 
Fungal strains and culture conditions  
 
Fungal strains (Table 1) were grown at 25 °C on potato dextrose agar (PDA) (Difco, 
Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) during 7 days. Then spores were collected 
with a sterile solution of 0.1% (v/v) Tween 80 (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, 
France) and stored at - 20 °C in 25% (v/v) of glycerol (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, 
France) before use. Conidia (about106/ml) were inoculated into 250-ml Erlenmeyer flasks 
containing 100 ml of potato dextrose broth (PDB) (Difco, Fisher Bioblock Scientific, 
Illkirch, France), at 25 °C, without shaking for 3 days. The mycelium was harvested by 
filtration through a 0.45 µm Millipore filter (Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA) 
frozen in liquid nitrogen and then stored at - 80 °C before nucleic acid extraction. 
 
DNA extraction from A. carbonarius strain and from grape samples 
 
About 200 mg of frozen mycelium from each strain was used for total genomic DNA 
extraction using the method previously described by Dao et al. (2005). 
DNA extraction from the 72 grape samples, collected from the French vineyard located 
in Perpignan, was performed according to the method described by Mulè et al. (in press).  
In this method, a portion of fresh and frozen grape berries (300 mg) was weighed and 
incubated with 1.5 ml extraction buffer (1M Tris-HCl (Sigma Aldrich, Saint Quentin 
Fallavier, France) pH 8, 1.4 M NaCl (Sigma Aldrich), 20 mM EDTA (Sigma Aldrich, 
Saint Quentin Fallavier, France), 3% CTAB (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 
France)) and 15 µl ß-mercaptoethanol (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 
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for 90 min at 65 °C under constant shaking on a orbital shaker. After incubation, samples 
were centrifuged at 6500 rpm for 5 min at 4 °C and the supernatant was collected in a 2 
ml Eppendorf tube. One volume of chloroform/isoamyl alcohol (24:1) (Sigma Aldrich, 
Saint Quentin Fallavier, France) was added and samples mixed and centrifuged at 6500 
rpm for 20 min at 4 °C. The upper aqueous phase was transferred into another tube, 
adding 0.1 volume of 10% CTAB (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). 
Again, 1 volume of chloroform/isoamyl alcohol (24:1) was added and samples mixed 
and centrifuged at 6500 rpm for 20 min at 4 °C. The upper aqueous phase was 
transferred into another tube, adding 0.1 volume of cold 2-propanol (Sigma Aldrich, 
Saint Quentin Fallavier, France). Samples were then incubated for 60 min at – 80 °C and 
centrifuged for 20 min at 13000 rpm. The pellet was dissolved in 300 µl of sterile H2O 
and processed according to the EZNA Fungal DNA Miniprep Kit (Biofidal, Vaulx en 
Velin, France) protocol, starting from step 8 of protocol B that implies DNA clean-up 
through Hi-bond® spin column. In the final step, DNA was eluted in 100 µl of deionised 
H2O.   
 
Primer design and specificity of the PCR reaction 
 
A primer pair, Ac12RL_OTAF (aatatatcgactatctggacgagcg); Ac12RL_OTAR 
(ccctctagcgtctcccgaag), was designed, using the Primer Express software (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA), from two non conserved regions in the AT domain 
of a polyketide synthase gene (Ac12RL3) from A. carbonarius (CBS 120167) (Genbank 
accession number: AY652734). Primer synthesis was performed from Distribio, France.  
 
To test the specificity of the primer pair, the isolated DNA of fungal strains (Table 1) was 
subjected to PCR with this primer set. The PCR was performed with the Taq recombinant 
polymerase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Amplification was carried out in 50 µl 
reaction mixture containing: 5 µl of Taq polymerase buffer 10 X, 1.5 µl of 50 mM MgCl2, 
1 µl of dNTP 10 mM of each (Promega, Charbonnières, France), 1 µM of each primer, 
1.5 U of Taq, about 50 ng of genomic DNA, H2O up to 50 µl. Reaction conditions were: 
94 °C for 4 min, (94 °C for 40 s, 58 °C for 40 s and 72 °C for 40 s) x 35 cycles followed 
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by an incubation at 72 °C for 10 min. The amplified products were examined by agarose 
gel electrophoresis. 
The ß-tubulin gene was used as positive control and primer sequences were: TubF: 
ctcgagcgtatgaacgtctac; TubR: aaaccctggaggcagtcgc, which amplified a 340 bp fragment 
on genomic DNA. 
  
Real Time PCR reactions  
 
The ABI PRISMR 7700 instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was 
used for QPCR amplification and detection. QPCR was prepared in duplicates of 25 µl 
reaction mixture in MicroAmp optical 96-well reaction plates and sealed with optical 
adhesive covers (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Each reaction well 
contains 2.5 µl of template DNA, 12.5 µl of 2 x Quantitect SYBRR® Green I Mix 
(Qiagen, Courtaboeuf, France), and 12.5 pmol each of Ac12RL_OTA forward and 
reverse primers. Real-time QPCR was conducted with the following cycling conditions: 
50 °C for 2 min, 95 °C for 15 min, followed by 40 cycles of 94 °C for 15 s, 58 °C for 30 s 
and 72 °C for 30 s. 
 
To generate the standard curve, a 10-fold dilutions (ranging from 1 µg to 1 pg) of A. 
carbonarius (CBS 120167) DNA whose concentration was previously determined, were 
subjected to real time PCR. The standard curve is a plot of the threshold cycle (Ct) versus 
log DNA concentration. Then, DNA grape samples were subjected to real time PCR and 
the amount of A. carbonarius DNA was calculated according to the generated standard 
curve. 
Control sample without DNA template was included in the experiment runs.  
 
Ochratoxin A analysis in grapes 
 
The 72 grape samples also were analysed for OTA content. Samples were weighed and 
crushed in a Braun mixer (Type 418; Braun; Spain). The juice was recovered after 
centrifugation and its exact volume was measured. Ten ml were adjusted to pH 7.8 with 
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KOH 2 M and diluted to make a final volume of 20 ml with PBS buffer (r-Biopharm, St 
Didier Au Mont D’Or, France). The diluted sample was loaded onto an OchraPrep (r-
Biopharm, St Didier Au Mont D’Or, France) immunoaffinity column (IAC) operating at 
a steady flow rate of 2 ml min-1. The IAC was washed with 20 ml of sterile distilled water, 
and then dried with an air stream. OTA was eluted by applying successively 1.5 ml of 
methanol/acetic acid (98:2) and 1.5 ml of sterile distilled water. The eluted extract was 
further analysed by HPLC and OTA concentrations expressed in µg Kg-1 grapes. 
 
High performance liquid chromatography  (HPLC) 
 
OTA was detected and quantified by HPLC with fluorescence detection (lex = 333 nm; 
lem = 466 nm), using the analytical column 150 × 4.6 mm Uptisphere 5 µm C18 ODB 
fitted with a guard column of 10 × 4 mm. The mobile phase was (water–acetic acid 0.2%, 
acetonitrile 59:41) at a flow rate of 1.0 ml min-1 and the column temperature was at 30 °C. 
Kroma 3000 (BIO-TEK, Milan, Italy) was the data acquisition system. Injections were 
made with an autoinjector (BIO-TEK, Milan, Italy) and the injection volume was 80 µl. 
Ochratoxin A was identified by its retention time (15 min) according to a standard 
(Sigma Aldrich, Steinhe im, Germany) and quantified by measuring peak area according 
to a standard curve. The detection limit was 0.025 µg L-1.  
 
Results  
 
Primer selection  
 
The Ac12RL3 DNA sequence of a polyketide synthase gene from the OTA producing A. 
carbonarius (CBS 120167) was previously identified in our earlier publication (Atoui et 
al., 2006) and published in the Genbank (accession number: AY652734). The deduced 
amino acid sequence of Ac12RL3 was aligned with the other closely related fungal PKSs 
from the database (Fig. 1A). The primer pair, Ac12RL_OTAF/ Ac12RL_OTAR, was 
designed from two non conserved sequences in the AT domain of Ac12RL3 (Fig. 1B). 
Ac12RL_OTAF was made from a DNA region encoding for I Y R L S G R A, whereas 
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Ac12RL_OTAR was done from a DNA sequence of L R E T L E (Fig. 1B). This set of 
primers amplified a product of 141 bp in A. carbonarius. 
 
Specificity of the PCR reaction 
 
The results of PCR using DNA extracted from various food mycotoxigenic fungi (Table 
1) are presented in Fig. 2A. Only A. carbonarius DNA was amplified with 
Ac12RL_OTAF/ Ac12RL_OTAR, and generated a 141 bp PCR product. None of the 
other species gave a positive result with this PCR primer set used. These results indicate 
that the described PCR system is specific for A. carbonarius. 
The ß-tubulin gene was used as positive control with a fragment of 340 bp obtained in the 
same PCR conditions for all fungal treated DNA (e.g. for A. carbonarius isolates: Fig. 2B, 
lanes 2 and 3).  
 
Development of the QPCR for the A. carbonarius quantification 
 
The serial 10- fold dilutions of A. carbonarius DNA ranging from 1 µg to 1 pg were 
subjected to real time PCR conjugated with SYBR® Green I dye using the specific primer 
Ac12RL_OTAF/ Ac12RL_OTAR. The quantification relies on measuring the intensity of 
a fluorescent signal that is proportional to the amount of DNA generated during the PCR 
amplification. A threshold cycle (Ct) value, corresponding to the PCR cycle number at 
which fluorescence was detected above threshold, was calculated from the light cycler 
software (SDS, Applied Biosystems).  
A standard curve was obtained by plotting the Ct value versus the logarithm of the 
concentration of each DNA dilution. The linear correlation coefficient of the standard 
curve was R2 = 0.97 (Fig. 3), demonstrating the accuracy of PCR-based quantification. 
Consequently, the use of the generated standard curve makes it possibly to quantify DNA 
of A. carbonarius from any source of foodstuffs such as grapes and coffee. 
 
Application of the QPCR system to quantify A. carbonarius and OTA in grapes 
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The developed QPCR system was used to analyze the occurrence of ochratoxin A 
producing A. carbonarius strains on grapes. DNA extractions were performed from 
seventy-two grape samples, and subjected to real time PCR with the system described 
above. The amount of A. carbonarius DNA present in an unknown sample was obtained 
by interpolating its Ct value against the standard curve, and it was expressed in pg DNA/ 
mg of berry. Grape samples also were analysed for ochratoxin A content by IAC 
followed by HPLC.  
A. carbonarius DNA content (pg DNA/ mg of berry) was then plotted against OTA 
content (ppb) in grape samples. The regression curve showed a positive and good 
correlation (R2= 0.81), although the finding of low levels of DNA in some ochratoxin-
free samples (Fig. 4). Consequently, results of A. carbonarius DNA quantification in 
grapes samples could be used for the indirect quantification of OTA in grapes and 
probably in musts.  
 
Discussion 
 
Specific PCR assay has been developed in this study for the detection and quantification 
of A. carbonarius, the main source of OTA contamination in grapes, grape juices and 
wine. Recently, the diversity of polyketide synthase genes in A. carbonarius  has been 
investigated (Atoui et al., 2006), in which Ac12RL3 (Accession N°: AY652734) was 
isolated using PCR primers designed from OTA polyketide synthase gene in A. 
ochraceus (Dao et al., 2005).  In this work, the sequence of Ac12RL3 was used as a target 
sequence (Fig. 1B) to detect specifically A. carbonarius by PCR method (Fig. 2A). 
The specificity of the PCR detection assay developed for A. carbonarius provides a good 
tool for early detection of this OTA-producing fungus in raw cultures such as grapes or 
coffee and to prevent OTA entering the food chain. In the case of grapes, the 
quantification of A. carbonarius at the early stage of maturation will allow us to take 
necessary measures in order to reduce the final OTA contamination level. 
Detection as well as quantification of A. carbonarius DNA by QPCR in grapes have been 
performed. A. carbonarius DNA content was plotted against OTA content for the 
analysed 72 grape samples. A positive correlation between the presence of the fungus and 
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ochratoxin A was found (R2= 0.81).  A. carbonarius is regarded as the main causative 
agent of ochratoxin A in grape derived products (Accensi et al., 2001). Moreover, A. 
carbonarius is considered as one among many Aspergillus species that has the potential 
to produce ochratoxin A (Varga and Kozakiewicz, 2006). However, the presence of low 
level of A. carbonarius DNA in some  free OTA samples is not surprising since the 
occurrence of moulds is the prerequisite for the production of mycotoxins. In addition to 
that, not all isolates of this species are capable of producing the toxin in vitro. Also with 
classical methods, it has been demonstrated that the presence of the fungus does not 
necessarily mean OTA contamination (Taniwaki et al., 2003) and this is in agreement 
with other real- time PCR systems for ochratoxigenic fungi (Castella et al., 2002; Schmidt 
et al., 2004, Mulè et al., in press). One should keep in mind these facts when interpreting 
the data between the relation of DNA content of A. carbonarius  in grapes and ochratoxin 
A load presented in the current study. 
The correlation between DNA content and mycotoxin load has been demonstrated for 
Fusarium and Aspergillus species. Schnerr et al. (2002) used the tri5 gene sequence in a 
quantitative real-time PCR to correlate the amount of target DNA with deoxynivalenol 
contents in wheat samples. Schmidt et al. (2004) found a positive correlation between the 
ochratoxin A content and the A.  ochraceus DNA quantity in green coffee.  
As the goal of the present study was to develop an assay allowing the estimation of OTA 
content in grapes by the quantification of A. carbonarius DNA, we can consider that A. 
carbonarius DNA content lower than 10 pg DNA/ mg of berry could assure good 
security, since this value corresponds, according to the correlation obtained in this study 
(Fig. 4), to the maximum permitted levels of 2 ppb for OTA in wines and grape must 
based drinks established by the European Union (Commission regulation No 123/2005 
amending Regulation No 446/2001 as regards ochratoxin A). On the other hand, low risk 
of OTA could be corresponded to a DNA content lower than 7.5 pg DNA/ mg of berry. 
Basic stages for the detection of ochratoxin A in grapes include extraction, clean-up and 
concentration, separation, detection and quantification, and confirmation of positive 
findings (Varga and Kozakiewicz, 2006). The PCR assay described in this work offers a 
quick alternative to conventional methods of OTA quantification as well as to 
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mycological detection and quantification of A. carbonarius in grapes, without the need 
for time consuming cultivation and identification, and the cost for OTA analysis. 
Nevertheless, the method described is useful for the screening of grapes in industrial 
quality control and to study the effect of several parameters like fungicide treatment on 
OTA content in grapes. 
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Figure captions  
 
Figure 1.  A: Partial alignment of the KS-AT domains of Ac12RL3 from A. carbonarius 
with other KS-AT domains showing the conserved regions marketed in bold: ace1 
(Aj704622, Magnaporthe grisea); mlcA ( nonaketide synthase of compactin, 
BAC20564.1, P. citrinum); PKS5 (AY495610, Botrytis cinerea); lovB (nonaketide 
synthase of lovastatin, AAD39830.1, A. terreus). 
B: Schema of primer selection from the AT domain of Ac12RL3 sequence in A. 
carbonarius (CBS 120167) 
 
Résultats et discussion                                                                                                                     Chapitre IV 
 
 161 
Figure 2. (A) 1.5% of agarose gel electrophoresis of PCR products with Ac12RL_OTAF/ 
Ac12RL_OTAR primers.  Lane 1, A. carbonarius  M333; Lane 2, A. carbonarius 
2Mu314; Lane 3, A. melleus NRRL 3519; Lane 4, A. ochraceus NRRL 3174; Lane 5, A. 
sulfureus NRRL 4077; Lane 6, P. verrucosum NRRL 3711; Lane 7, P. citrinum NRRL 
1843; Lane 8, M. ruber; lane M, 1 kb DNA ladder (Promega); Lane 9, A. flavus; Lane 10, 
A. fumigatus; Lane 11, A. niger 2C939N; Lane12,  A. niger K1541; Lane 13, P. 
chrysogenum NCPT 74; Lane 14, Byssochlamys nivea NRRL 2416; Lane 15, F. 
verticillioides NRRL 6442; Lane 16, P. expansum NCPT 40. (B) Positive control. Lane 
M, 1 kb DNA ladder (Promega); Lane 2, A. carbonarius M333; Lane 3, A. carbonarius 
2Mu314. 
 
 
 
Figure 3. Standard curve showing the Log10 DNA amount (ng) vs. the real-time PCR 
cycle threshold (Ct) for 10-fold dilutions of A. carbonarius (CBS 120167) pure genomic 
DNA. The assay showed a linear relationship between the DNA amount and Ct with a 
strong correlation coefficient (R2=0.97). 
 
Figure 4. Correlation of DNA amounts of Aspergillus carbonarius and ochratoxin A 
concentrations in 72 grape berry samples. DNA was quantified using real-time PCR with 
primers Ac12RL_OTAF/Ac12RL_OTAR and SYBR Green as fluorescent dye. 
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Table 1. Fungal strains used in this study to test the specificity of the primer pair 
Ac12RL_OTAF/ Ac12RL_OTAR 
Species                             Produced mycotoxins  
          
Aspergillus carbonarius M333 (isolated from coffee) Ochratoxin A    
A. carbonarius 2Mu134 (isolated from grape)  Ochratoxin A    
A. niger K1541 (isolated from coffee)                           Ochratoxin A 
A. niger 2C939N (isolated from grape)                           Ochratoxin A 
A. flavus INRA Toulouse (*)    Aflatoxins B1, B2, G1, G2  
A. melleus NRRL 3519 (**)    Ochratoxin A    
A. ochraceus NRRL 3174    Ochratoxin A, Penicillic acid   
A. sulfureus NRRL 4077    Ochratoxin A    
A. fumiga tus NCPT 13 (***)    Gliotoxin, Fumagillin   
Byssochlamys nivea NRRL 2615   Patulin      
Fusarium verticillioides NRRL 6442   Fumonisin B1, B2, B3, B4  
Penicillium citrinum NRRL 1843   Citrinin     
P. verrucosum NRRL 3711    Ochratoxin A    
P. chrysogenum NCPT 74                                        Penicillin 
P. expansum NCPT 40                                         Patulin 
Monascus ruber NCPT 5    Citrinin  
*: INRA: Institut National de Recherche Agronomique, France 
**: NRRL: Northern Regional Research Laboratory, Illinois, USA 
***: NCPT: Numéro de Collection du laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, France 
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Figure 1.   
 
 
KS 
Ac12RL3      --------DTACSSS -------EAHGTGTP ------------------LGVFTGQGAQW---------VVGHSSGE-----------VDTAYHSHHM---  
ace1               ------- DTACSSS -------EAHGTGTP  -----------------LGVFTGQGAQW----------VVGHSSGE-----------VDKGYHSHHM--- 
mlcA              --------DTACSSS -------EAHGTGTP  -----------------LGVFTGQGAQW----------IVGHSSGE------------VDKAYHSHHM--- 
PKS5             ---------DTACSSS -------EAHGTGTQ  ----------------LGI FTGQGAQW----------VVGHSSGE------------VDKAYHSFHM--- 
lovB              ---------DTACSSS -------EAHGTGTP  -----------------LGI FTGQGAQW----------VVGHSSGE------------VDTAYHSHHM--- 
concensus     ---------DTACSsS---------eAHGTGTp------------------LG !FTGQGAQW---------- !VGHSSGE--------------VDkaYHShHM--- 
AT 
Ac12RL_OTAF :AATATATCGACTATCTGGACGAGCG 
Ac12RL_OTAR :CCCTCTAGCGTCTCCCGAAG 
 
Size of PCR product : 141 bp 
Ac12RL_OTAF Ac12RL_OTAR 
Ac12RL3         ---- I Y R L S G R A-------- L R E T L E-----LGVFTGQGAQW--------VVGHSSGE---------VDTAYHSHHM--  
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Figure 2.  
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Chapitre V. Impact de la présence des spores d’A. carbonarius sur la 
contamination du moût de raisin, jus de raisin et du vin en 
ochratoxine A 
 
 
V.1 Introduction 
 
L’ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine naturelle découverte en 1965. Détectée 
initialement dans les céréales, elle est également présente dans les fruits secs, le café et le 
cacao, les épices, la bière, etc. (Battilani et al., 2003; Varga et Kozakiewicz, 2006). Elle a 
été mise en évidence dans des échantillons de vin de table en 1996 (Zimmerli and Dick, 
1996). 
 
Dans la filière raisin, les Aspergillus de la section Nigri sont considérés comme les 
contaminants majeurs des raisins (Varga et Kozakiewicz, 2006). Au moment des 
vendanges, on inventorie habituellement différents champignons sur  les baies de raisins. 
Parmi eux, une seule souche a été identifiée comme responsable de la production d’OTA. 
Il s’agit d’Aspergillus carbonarius (Battilani et al., 2003). La surface de la baie 
représente un milieu favorable pour cette espèce ochratoxinogène et la contamination 
dans le champ est réalisée par les spores à partir des débris colonisés de récolte et par 
l’air ambiant. Les spores s’attachent à la surface et germent quand les conditions 
environnementales sont favorables. 
 
Des études ont été faites pour rechercher la présence des mycotoxines dans les spores 
fongiques (Fischer et al., 2000 ; Haggblom 1987; Land et al., 1994 ; Miller 1992 ; 
Sorenson et al., 1987), mais aucune étude n’a été faite sur les spores d’A. carbonarius. 
Les buts de cette partie est (a) de quantifier la répartition d’OTA dans les spores, le 
mycélium et le substrat pour différents isolats d’A. carbonarius, (b) d’étudier l’effet des 
milieux de culture sur l’accumulation d’OTA au niveau des spores d’A. carbonarius, (c) 
d’étudier la cinétique de relargage d’OTA par les spores d’A. carbonarius durant la 
germination et (d) de déterminer l’effet des acides organiques présentent dans le raisin 
sur la capacité d’excrétion d’OTA par les spores d’A. carbonarius. 
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V.2 Résultats et discussion 
 
V.2.1 La répartition d’OTA entre les spores, le mycélium et le 
substrat par des différents isolats d’A. carbonarius isolés à partir 
des raisins 
 
La figure 30 montre la répartition d’OTA (en µg/g) entre les spores, le mycélium et le 
substrat pour 4 isolats différents d’A. carbonarius. Les résultats montrent que la 
concentration d’OTA pour les 3 isolats ITA1102, IS10.8, et PORT219 est plus élevée 
dans les spores puis dans le mycélium et finalement dans le substrat. La seule exception 
est pour l’isolat GR458 où il y a plus d’OTA dans le substrat par rapport au mycélium. 
Donc, les spores d’A. carbonarius peuvent être considérées comme une source potentielle 
de contamination d’OTA dans les denrées alimentaires puisqu’elles ont la capacité 
d’accumuler cette toxine. Comme Stormer et al., (1998) l’ont démontré pour les spores 
de P. verrucosum vis à vis à la citrinine, on peut considérer de même que l’accumulation 
d’OTA se fait au niveau de la paroi externe des spores d’A. carbonarius. L’OTA 
accumulée peut donc avoir une fonction de protection des spores contre les radiations UV 
comme il a été proposé pour la dityrosine et la citrinine pour les spores de levures et de P. 
verrucosum respectivement (Stormer et al.,  1998) car ces composés présentent un 
maximum d’absorption qui situe entre 300 et 330 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 La répartition d’OTA (en µg/g) entre les spores, le mycélium et le substrat pour 
différents isolats d’A. carbonarius 
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La répartition d’OTA a été étudiée sur une autre espèce ochratoxinogène, A. ochraceus 
(Tableau 13). La majorité de l’OTA se trouve dans le substrat, peu dans le mycélium et 
une très faible accumulation au niveau des spores. La différence de répartition d’OTA 
entre A. carbonarius et A. ochraceus peut explique r la différence d’impact sur la 
contamination d’OTA à partir des spores de ces deux espèces. 
 
 
Tableau 13 Comparaison de la répartition d’OTA (en µg/g)  entre les spores, le mycélium et le 
substrat par A. carbonarius (PORT219) et  A. ochraceus (ITA703) 
 
 
 
  A. carbonarius   A. ochraceus 
 
Spores  5.08 ± 0.72   0.06 ± 0.06     
 
Mycélium 2.00 ± 0.64   0.15 ± 0.05 
 
Milieu  0.24 ± 0.03   1.05 ± 0.1 
 
 
V.2.2 Effet des milieux de culture sur l’accumulation d’OTA au 
niveau des spores d’A. carbonarius 2Mu134 
 
Un isolat d’A. carbonarius 2Mu134 est inoculé sur six milieux de culture différents: 
CYA, CZ, MEA, SM, SGM et GJA (jus de raisin gélosé). Après la période d’incubation 
(7 jours à 25°C) le pouvoir producteur de la souche et l’accumulation d’OTA dans les 
spores sont déterminés. Les résultats montrent que la quantité d’OTA produite par A. 
carbonarius 2Mu134 est différente selon le milieu utilisé (Figure 31). Une quantité 
importante d’OTA est produite dans les milieu CYA (13.3 µg/g) et SM (5.1 µg/g) alors 
qu’une faible production d’OTA est observée sur le milieu CZ (0.4 µg/g) qui a la même 
composition que le milieu CYA mais sans l’extrait de levure. La différence de 
composition des milieu de culture a aussi un effet sur la capacité de stockage de l’OTA 
au niveau des spores (Figure 31). Ainsi les spores produites sur  le milieu SM ont une 
grande concentration d’OTA, 0.1 pg OTA/conidie, suivi des spores produites sur MEA et 
CYA (0.079 and 0.027 pg/ conidie respectivement) alors qu’une faible accumulation est 
observée sur le milieu CZ (0.015 pg/ conidie). 
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Figure 31 Effet des milieux de culture sur le pouvoir producteur et l’accumulation d’OTA dans 
les spores d’A. carbonarius 2Mu134 
 
 
V.2.3 Capacité d’excrétion de l’OTA accumulée par les spores d’A. 
carbonarius 2Mu134 
 
A partir d’une suspension de spores obtenues sur CYA, une partie est lavée avec 7 ml 
d’eau distillée juste avant la récupération des spores du filtre millipore et l’autre moitié ne 
subit aucun lavage. La concentration en OTA est déterminée après extraction. La 
concentration en OTA au niveau des spores diminue de 0.0425 à 0.00863 pg/ conidie  par 
l’effet du lavage, soit une réduction de 80%. Cela montre que les spores relarguent de 
l’OTA stockée au niveau de leur paroi lorsqu’elles sont placées dans le milieu.   
 
V.2.4 Etude de la cinétique d’excrétion de l’OTA durant la 
germination des spores d’A. carbonarius 2Mu134 
 
Le Tableau 14 présente l’évolution de la concentration en OTA détecté dans les spores et 
le milieu durant la germination des spores d’A. carbonarius 2Mu134 sur un milieu 
liquide CYA, à 25°C, pendant 28 heures.  
0
2
4
6
8
10
12
14
16
CYA CZ MEA SM SGM GJA 
µg
/g
0
0.02
0.04
0.06
0.08
0.1
0.12
p
g
/c
o
n
id
iu
m
OTA production capacity pg OTA/conidium
Résultats et discussion                                                                                                                      Chapitre V 
 
 171 
La concentration initiale en OTA dans la suspension de spores est de 0.031 µg/107spores. 
A 0h d’incubation (le moment où les spores sont placées dans le milieu), la concentration 
d’OTA au niveau des spores est de 0.029 µg/107spores et celle dans le milieu est de zéro. 
Un phénomène de relargage d’OTA dans le milieu est observé entre 0h et 2h d’incubation 
pendant lequel la concentration d’OTA dans le milieu arrive à 0.078 µg/ml alors que dans 
les spores elle diminue à 0.016 µg/107 (Tableau 14). Après 4h d’incubation l’OTA 
commence à s’élever dans les spores à une valeur de 0.034 µg/107 et dans le milieu à 
0.105 µg/ml, une valeur supérieure à la concentration initiale (Tableau 14, Figure 32). 
Cette augmentation d’OTA peut s’expliquer par le fait que l’OTA était initialement 
présente dans les spores puis diffuse dans le milieu ou elle est produite durant la 
germination des spores. Entre 4h et 6h d’incubation, l’OTA commence à être relarguée 
des spores dans le milieu et y atteint une concentration maximale de 0.140 µg/ml  
(Tableau 14). Ensuite tant au niveau des spores que dans le milieu, la concentration en 
OTA reste constante tout au long de la germination. Ceci du préalablement au 
phénomène d’adsorption de l’OTA au niveau des spores.  
Les résultats obtenus présentent des intérêts industriels significatifs en vue de 
l’application du système HACCP dans la filière raisin. La maîtrise de l’OTA dans les 
spores pourrait diminuer la quantité d’OTA retrouvée dans les jus de raisins. En effet, il a 
été démontré que l’OTA augmente durant la macération, étape pendant la quelle des 
spores d’A. carbonarius  peuvent être présentes. Le phénomène de relargage d’OTA par 
les spores pourrait donc expliquer cette augmenta tion d’OTA dans les moûts de raisin. 
 
Tableau 14 L’évolution de l’OTA (moyen ± SD) durant la germination des spores d’ 
A.carbonarius 2Mu134 
 
Temps (heures) µg OTA/107spores µg OTA/ml milieu 
0 0.029b*  ± 0.002 0.000f 
2 0.016ef ± 0.001 0.078d ± 0.002 
4 0.034a ± 0.004 0.105b ± 0.012 
6 0.014f ± 0.002 0.140a ± 0.016 
8 0.019ef ± 0.002 0.093cb ± 0.006 
10 0.021cd ± 0.003 0.080cd ± 0.006 
12 0.022cd ± 0.003 0.076ed ± 0.003 
17 0.023c ± 0.002 0.071ed ± 0.007 
28 0.023cd ± 0.001 0.063e ± 0.004 
*: Les donnés sont traité par une analyse statistique (analysis of variance et  Duncan's Multiple Range Test).  
    Les valeurs dans chaque colonne avec différent exposant sont différent avec une probabilité <0.05 
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Figure 32 L’évolution de l’OTA dans le milieu au cours de la germination des spores d’A. 
carbonarius 2Mu134 
 
 
 
V.2.5 Etude de l’effet des acides organiques sur la cinétique 
d’excrétion d’OTA durant la germination des spores d’A. 
carbonarius 2Mu134 
 
 
La cinétique d’excrétion d’OTA est etudiée en présence des acides malique et tartrique à 
une concentration de 8g/l dans le milieu CYA. La présence de ces acides provoque une 
accélération de la vitesse de germination : 12 heures avec l’acide malique et 17 heures 
avec l’acide tartrique par comparaison aux 28 heures sur le témoin. De plus, ces acides 
entraînent une inhibition complète d’excrétion d’OTA par les spores dans le milieu 
(figure 33). Ce qui est un avantage puisque ces acides sont additionnés dans le moût pour 
ajuster le pH. 
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Figure 33  Effet des acides organiques sur la cinétique d’excrétion d’OTA durant la germination 
des spores d’A. carbonarius 2Mu134 
 
 
 
V.2.6 Effet des acides organique la production d’OTA par A. 
carbonarius 2Mu134 
 
 
Pour étudier l’effet des acides organiques sur la production d’OTA par A. carbonarius, 
des concentrations différentes d’acide tartrique (2, 4, 8, 12 et 16 g/L) et d’acide malique 
(2.5, 5, 10, 15 et 20 g/L) ont été ajoutées sur un milieu CYA gélosé. Après une période 
d’incubation (7 jours à 25°C) l’OTA est quantifiée dans les cultures. 
Les résultats montrent que l’addition d’acide tartrique dans le milieu CYA provoque une 
diminution de la production d’OTA par la souche d’A. carbonarius. Cette diminution est 
fonction de la  concentration d’acide tartrique. Ainsi jusqu’à une concentration de 4 g/ L 
en acide tartrique l’OTA diminue rapidement dans le milieu (soit une diminution de 
25 %) et continue à diminuer jusqu’à une concentration de 8 g/ L (Figure 34) (soit une 
diminution de 37 %). Par contre, l’addition de l’acide malique entraîne une augmentation 
de la production d’OTA (Figure 34) en fonction de l’augmentation de la concentration en 
acide malique jusqu’à 15 g/ L (soit une augmentation de 80%).  
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Figure 34  Effets des acides organiques sur la production d’OTA par A. carbonarius 2Mu134 
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ABSTRACT 
 
Aims: Aspergillus carbonarius is an important ochratoxin A (OTA) producing fungus 
which is responsible for toxin contamination of grapes and wine. The objectives of this 
study were to examine the partitioning of OTA in mycelium and conidia of a range of 
Aspergillus carbonarius strains on artificial grape juice and defined media, to determine 
the excretion patterns of OTA from these spores, and effect of organic acids used in wine 
production on OTA excretion from conidia.  Methods and Results: The results showed 
that 60-70% of the OTA was accumulated in the conidia of a number of different isolates 
of A. carbonarius. Calculations showed that on different defined media an amount of 
0.011- 0.1pg OTA was present per conidium. The OTA in spores was found to be rapidly 
excreted into the medium during the initial few hours after conidial germination leading 
to an increase of OTA in must during maceration for wine production. The presence of 
tartaric acid inhibited OTA production but malic acid enhanced this production during 
mycelial growth. These acids were also shown to affect the time course of germination 
and the rate of OTA excretion from conidia during germination. Conclusions: This study 
is the first to examine and show the partitioning of OTA into spores of strains of A. 
carbonarius and that rapid excretion of OTA from spores could be a reason for OTA 
accumulation in musts during wine production. Impact and significance of study: 
Conidia of A. carbonarius could be a major source of OTA contamination of grapes used 
in wine production. This information could help in development of effective prevention 
strategies to minimize wine contamination with this important mycotoxin.       
 
 
Keywords: Aspergillus carbonarius, conidia, germination, grapes, ochratoxin A, 
partitioning.  
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INTRODUCTION 
 
Ochratoxin A (OTA) is a secondary metabolite produced by fungi belonging to 
Aspergillus and Penicillium genera (Magan and Olsen 2004). It has been shown to be 
nephrotoxic, teratogenic, immunosuppressive and carcinogenic (Cabanes et al. 2002). 
The presence of OTA has been detected in a range of foods and beverages (Zimmerli and 
Dick 1996; Serra et al. 2003) and has also been reported in body fluids and kidneys of 
animals and humans (Magan and Olsen 2004).  
 
Grapes and derived products have been reported to be contaminated with OTA (Zimmerli 
and Dick 1996; Burdaspal and Legarda 1999; McDonald et al. 1999; Otteneder and 
Majereus 2000). Several studies have highlighted that Aspergillus section Nigri (black 
aspergilli) are the main group responsible for OTA contamination of grapes, must and 
wine (Cabanes et al. 2002; Battilani et al. 2003; Belli et al. 2004b; Battilani et al. 2006). 
Within this section, the OTA-producing species are those included in the so-called A. 
niger aggregate and A. carbonarius (Belli et al. 2004a). A. carbonarius is considered to 
be the main species responsible for OTA contamination and accumulation in grapes and 
wine (Battilani et al. 2003). It is a very invasive species and colonises and penetrates 
berries, regardless of the skin conditions  (Battilani and Pietri 2002). It has been isolated 
from grapes in France, Spain, Italy, South America, Greece, Israel, Portugal and Australia 
(Varga and Kozakiewicz 2006). 
The surface of grape berries represents a favorable habitat for these fungal species that 
have various impacts on the quality of grapes and derived products (Bae et al. 2004). 
Contamination with asexual spores (conidia) occurs from colonized crop debris and from 
the airspora. Under conducive environmental conditions the spores germinate and attach 
to the surface (Barhoom and Sharon 2004). Spore germination is the first stage in the 
fungal colonization of such food matrices (Pardo et al. 2004) and later on for the 
biosynthesis of primary and secondary metabolites, including mycotoxins (Calvo et al. 
2002).  
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There is surprisingly little information on the mycotoxin content of conidia of such 
species and indeed mycotoxigenic species generally. Previous studies have suggested that 
spores of mycotoxigenic species can contain mycotoxins. It has been demonstrated that 
conidia of Alternaria alternata contain alternariol and alternariol monomethylether 
(Haggblom 1987), and the conidia of Aspergillus flavus can contain aflatoxin (Wicklow 
and Shotwell 1983). A range of mycotoxins including fumagillin, fumigaclavine A, 
fumitremorgin C, trypacidin and verruculogen have been demonstrated to be present in 
spores of Aspergillus fumigatus (Land et al. 1994; Fisher et al. 2000). In addition, the 
conidia of some Fusarium species contain deoxynivalenol (Miller 1992) and the conidia 
of Stachybotrys chartarum contain satratoxins (Sorenson et al. 1987). This is important 
as they can also have allergenic implications and may play an important role in the indoor 
air quality (Jarvis and Miller 2005).  
 
The objectives of the present work were (a) to quantify the partitioning of OTA into 
spores, mycelium and medium for different isolates of A. carbonarius, (b) to investigate 
the effect of medium type on OTA accumulation in the conidia of an isolate of this 
species, (c) to examine the OTA excretion ability of conidia of A. carbonarius during 
germination and (d) to determine the effect of organic acids present in grapes and  wine 
on the rate of excretion of the OTA from spores.   
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Fungal isolates 
 
In this study five isolates of A. carbonarius from wine grapes were used. These were 
ITA1102 (Italy), IS10.8 (Israel), PORT219 (Portugal), GR458 (Greece) and 2Mu134 
(France). For comparison of partitioning of OTA, an isolate of Aspergillus ochraceus  
(ITA703) was also included. These isolates have all been previously demonstrated to 
produce OTA on an artificial grape juice medium and Czapek Yeast Extract agar (CYA) 
(Mitchell et al. 2004; Belli et al. 2004b). The identity of all isolates have been checked 
and confirmed by Cabi Biosciences, Egham, Surrey, U.K. (Dr. Z. Lawrence).  
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Inoculums preparation 
 
The isolates were grown on CYA agar for 7 days at 25°C to obtain heavily sporulating 
culture. Spores were collected in sterile NaCl solution (0.9%). Spore concentration was 
counted using a Thoma chamber and the final concentration was adjusted to 106 spores 
ml-1 except for the germination study, where a higher inoculum concentration was 
required (about 109 spores ml-1). 
 
Culture conditions for OTA content of spores 
 
Two experimental studies were conducted. The first involved the use of four isolates of 
A. carbonarius to examine partitioning of OTA between spores, mycelium and medium. 
This was carried out on an artificial grape juice agar medium representative of mid -
veraison (Mitchell et al. 2004). The basal medium had a water activity (aw) of 0.987. This 
was also modified to 0.95 aw with glycerol. This water availability level has been shown 
to be optimum conditions for OTA production (Mitchell et al. 2004). The solidified 
media surfaces were carefully covered with sterile cellophane discs (8.5 cm, P400, 
Cannings, Bristol, UK). The plates were centrally inoculated with 3 mm agar discs taken 
from media of the same composition containing a spore lawn of each isolate previously 
grown for 24 h. The colonies were allowed to grow for up to 20 days at 20 and 25oC. 
This was done to enable enough biomass/spores to be produced under the test conditions 
for OTA extraction. In all cases about 20 Petri plates per treatment were used to enable 
whole colonies to be used for replicated quantification of biomass, spores and OTA 
content.  
The second experiment involved a comparison of different defined nutrient media with 
one isolate only (2Mu134). For this study Czapek Yeast Extract agar (CYA), Czapek 
Dox agar (CZ) Malt Extract agar (MEA), Synthetic Medium (SM), Grape Synthetic 
Medium (SGM) and Grape Juice Agar Medium (GJA) were used. CYA, CZ, MEA and 
SM were prepared according to Cahagnier et al. (1998). SGM was prepared according to 
Michell et al. (2004). Grape Juice Agar medium was prepared by adding agar (1.5%) to 
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sterilized red grape juice. Each medium was centrally inoculated with 2 µl of the adjusted 
spore suspension (106 spores ml-1) and incubated for 7 days at 25°C. 
 
Harvesting procedures for spores and mycelial biomass  
 
In experiment 1 the entire mycelial colony was removed together with the cellophane 
layer. This was suspended in 10 ml of sterile water containing a wetting agent (Tween 80; 
0.1%) to wet the spores (Ramos et al. 1999). To obtain spores the contents were filtered 
through sterile glass wool and the filtrate was centrifuged to obtain a spore pellet. Other 
colonies were destructively sampled for total fungal biomass measurement. A 9 mm cork 
borer was used to remove agar discs from the inner and outer regions of the medium. The 
spore pellets, colonies and medium were weighed and then extracted for OTA. In all 
cases at least five replicates per treatment were used for OTA quantification of each 
isolate.   
For comparison of the effect of growth media, spores were isolated according to the 
method of Stormer et al. (1998). NaCl solution (0.9%, 10 ml) was added to the treatment 
Petri plate and spores were collected from the mycelial mat using a Pasteur pipette. The 
suspension contained approximately 95% spores. Hyphal fragments were removed by 
filtration through a gauze filter. Spores were counted using Thoma chamber and filtered 
through a 0.45 µm Millipore filter (Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA) to obtain 
a final spore sample in 3 ml of distilled water. Other Petri plates were sampled for the 
determination of OTA production capacity by A. carbonarius (2Mu134) on the different 
growth media used. For this, three agar plugs were removed from the inner and outer area 
of each colony using a cork borer (9 mm). 
 
Conidial germination studies 
 
One ml of spore suspension (109 spores ml-1) was inoculated into 250-ml Erlenmeyer 
flasks containing 50 ml of CYA medium and incubated on a rotary shaker (240 rev min-1) 
at 25°C. The germination study was monitored using a Nikon Microscope mounted with a 
camera. Spores were considered to have germinated when the germ tube was equal to or 
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longer than the diameter of the spores. One ml of the medium was removed periodically 
every 2 h after starting the experiment, examined under the microscope to determine the 
germination state and filtered through a 0.45 µm Millipore filter (Millipore Corporation, 
Bellerica, MA, USA). Filtrate and spores (recuperated by 3 ml of distilled water from the 
filter) were then extracted for OTA. 
  
Ochratoxin A extraction 
 
Extraction of OTA from spores and filtrate. Spores and filtrate were added 1 ml of 1 mol 
l-1 HCl and extracted three times with 3 ml chloroform, evaporated under vacuum to 
dryness. The extract was immediately dissolved in 1 ml methanol, filtered (Millex® HV 
13 mm; Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA) directly into amber HPLC vials and 
stored at 4°C until HPLC analysis was performed.  
 
Extraction of OTA from agar plugs. Ochratoxin A was extracted from agar plugs using 
the method developed by Bragulat et al. (2001). The plugs were weighed and placed into 
2-ml Eppendorf tubes. Methanol (1 ml) was added and the tubes were allowed to stand 
for 60 min, centrifuged at 16,000 × g for 15 min. The supernatant was filtered (Millex® 
HV 13 mm; Millipore Corporation, Bellerica, MA, USA) directly into amber HPLC vials 
and stored at 4°C until HPLC analysis was performed.  
 
Detection and quantification of OTA by HPLC 
 
The production of OTA was detected and quantified by HPLC with fluorescence 
detection (lex = 332 nm; lem = 466 nm), using the analytical column 150 x 4.6 mm 
Uptisphere 5 µm C18 ODB fitted with a guard column of 10 x 4 mm. The mobile phase 
was (water–acetic acid 0.2%, acetonitrile 59:41) at a flow rate of 1.0 ml min-1 and the 
column temperature was at 30°C. Kroma 3000 (Biotek) was the data acquisition system. 
Injections were made with an autoinjector (BIO-TEK, Milan, Italy) and the injection 
volume was either 50 or 80 µl. Ochratoxin A was identified by its retention time (15 min) 
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according to a standard obtained from Sigma (Steinheim, Germany) and quantified by 
measuring the peak area. The detection limit was 0.025 µg l-1.  
 
RESULTS  
 
Partitioning of OTA into spores, biomass and medium in different isolates of A. 
carbonarius 
 
Figure 1 compares the partitioning of OTA into spores, mycelium and substrate for four 
isolates of A. carbonarius at 20°C and 0.95 aw. This shows that for three of the four 
isolates the OTA content per gram was highest in the spores, then the mycelium and 
finally the substrate. The only exception was the isolate from Greece (GR458) where 
there was more OTA in the substrate than the mycelium. Table 1 compares an isolate of 
A. carbonarius with one of A. ochraceus and shows that there is a significant difference. 
In the A. ochraceus isolate most of the OTA was present in the substrate and some in the 
mycelial biomass. Very little was found in the spores.   
Figure 2 shows that OTA production was affected when A. carbonarius (2Mu134) was 
grown on the different media (CYA, CZ, MEA, SM, SGM and grape juice agar). A. 
carbonarius (2Mu134) produced a higher quantity of OTA in CYA (13.3 µg g-1) 
followed by SM medium (5.1 µg g-1). Lower production was observed in CZ media, 0.4 
µg g-1. Nutritional changes in the medium also had an effect on the OTA partitioning into 
conidia. Figure 2 shows that partitioning of OTA into spores was higher in SM medium 
(0.1 pg OTA per conidium) followed by MEA and CYA (0.079 and 0.027 pg per 
conidium respectively). Lower OTA partitioning was observed in the CZ medium. 
 
OTA excretion ability of conidia of A. carbonarius 2Mu134 during germination 
 
A germination study of A. carbonarius conidia was conducted in order to follow the 
changes in OTA content during this early growth stage. Table 2 lists the OTA detected in 
the spores and the medium during germination. At 0 h incubation, the OTA concentration 
present in the spores was 0.029 µg/107spores (the initial OTA concentration in the spore 
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suspension was 0.031 µg/107spores) and none detected in the medium. Between 0 h and 2 
h incubation OTA in the conidia began to be excreted into the medium where it reached 
about 0.078 µg ml-1 (Table 2). After this the OTA levels began to increase in both the 
spores and the medium reaching after 4 h of incubation  a level in the spores (0.034 
µg/107spores) and the medium (0.105 µg ml-1) higher than the initial value presents in the 
suspension (Table 2). Between 4 h and 6 h of incubation, OTA in the spores again started 
to be excreted into the medium reaching a maximum concentration of 0.140 µg ml-1. 
After this the OTA level in the medium started to decrease due to adsorption on the 
spores and remained relatively constant in both the spores and medium until the 
germination time (28 h)  (see Table 2).  
 
The effect of tartaric and malic acids on the OTA excretion ability of conidia  
 
The addition of 8 g l-1 in the culture media of both malic and tartaric acid decreased the 
germination time of conidia: 12 h and 17 h in the presence of malic and tartaric acid 
respectively compared to 28 h for the control. The ability of OTA excretion from conidia 
was affected too; OTA was not excreted by the conidia in the presence of the two acids 
(Fig. 3A) during germination. Indeed it was always present in the conidia (Fig. 3B).  
 
The effect of inoculum on the germination time of A. carbonarius conidia 
 
The germination time was markedly affected by the initial inoculum concentration. The 
germination process occurs after 11 h incubation at 25°C in CYA medium at a 
concentration of 107 spores ml-1. At a higher conidial concentration (109 spores ml-1), the 
germination time was around 28 h.  
   
Dependence of OTA production on weak organic acid present in grapes 
 
Malic and tartaric acid have an influence on the biosynthesis of OTA by A. carbonarius  
when grown on CYA medium. Malic acid stimulated the biosynthesis of OTA, which 
increased most rapidly in the medium supplied with 2.5 g l-1 and continued to increase 
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with increasing acid concentration up to 5 g l-1. After that, it remained unchanged at 
concentration greater than 5 g l-1 (Fig. 4A). In contrast, OTA production was decreased in 
the presence of tartaric acid (Fig. 4B). The decrease was a function of the concentration 
of tartaric acid. Thus no significant decrease was found at concentrations > than 8 g l-1 
(Fig. 4B). 
 
DISCUSSION 
 
This study has shown for the first time that partitioning of OTA into spores is 
significantly higher than that secreted into the medium by isolates of A. carbonarius. 
Indeed, this is very different from other OTA producing species such as A. ochraceus. It 
is well known that the production of mycotoxins is dependent on the growth substrate and  
the environmental conditions (Ferreira 1967 ; Lai and Hesseltine 1970; Muhlencoert et al. 
2004; Kokkonen et al. 2004). In our study, A. carbonarius produced a higher quantity of 
OTA in CYA followed by SM medium. Lower production was observed on CZ medium 
which has the same composition of CYA but without yeast extract.  
Results also showed that nutritional status affected the partitioning of OTA into spores of 
A. carbonarius. This OTA is probably present in the outer layer of the spores as 
demonstrated by Stormer et al. (1998) for citrinin. In the case of A. carbonarius  
(2Mu134), when the spores were subjected to washing by 7 ml of distilled water (3 times) 
just after the filtration through 0.45 µm Millipore filter, OTA levels in the conidia were 
decreased from 0.0425 to 0.00863 pg per conidium. This decrease may be due to the 
release of the accumulated OTA from the outer layer of the spores. Other studies have 
demonstrated the presence of mycotoxins in airborne dust (Skaug 2003; Jarvis and Miller 
2005) and fungal conidia (Stormer et al. 1998; Fisher et al. 2000; Skaug et al. 2001). 
Conidia collected from cultures of Penicillium verrucosum and Aspergillus ochraceus  
contained 0.4–0.7 and 0.02–0.06 pg OTA per conidium, respectively (Skaug et al. 2001). 
Moreover, a recent study has shown that approximately 60% of the mycotoxins found in 
the culture extracts of 205 Penicillium  and Aspergillus species were also found in the 
conidial extracts indicating that a series of metabolites and mycotoxins are not only 
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excreted by the fungi into the substrate, but can also be expected to be attached to or 
present in the conidia (Fisher et al. 2000).  
A possible function of OTA which may be beneficial to spores of A. carbonarius could 
be protection against UV radiation. This has previously been described for dityrosine in 
the outer layer of yeast spores and similarly suggested for citrinin in the spores of P.  
verrucosum (Stormer et al. 1998). These compounds have absorption maxima at 300–330 
nm, which corresponds to the part of the total spectrum at sea level that is responsible for 
the mutagenic action of sunlight (Stormer et al. 1998). 
In the present work, A. carbonarius conidia have been shown to excrete their 
accumulated OTA into the medium during the first few hours of conidial germination. 
Stormer et al. (1998) suggested that citrinin could prevent germination of the spores of P.  
verrucosum until it has been released. Similarly, this could be suggested for OTA in the 
spores of A. carbonarius. Moreover, OTA in the spores reached a level higher than the 
initial OTA concentration present in the spore suspension after 4 h of germination (Table 
2). This OTA increase could be explained by the fact that OTA was initially present 
inside the spores and started to be excreted.  
The OTA accumulation pattern and its excretion from A. carbonarius conidia may have 
significance relevance when applying the HACCP approach during grape processing. In 
fact, spores of A. carbonarius are always present in the field. Contamination with spores 
occurs from colonized crop debris and from the airspora. The presence of the conidia on 
grapes and in must could be an important source of OTA contamination as they have the 
capacity to excrete their accumulated OTA into the substrate. Additionally, it has been 
shown that OTA is produced in the field and that A. carbonarius is responsible (about 41- 
96%) for this production (Varga and Kozakiewicz 2006). However, OTA has also been 
observed to increase in must during the maceration step (Varga and Kozakiewicz 2006). 
The OTA releasing phenomenon observed during the first hours of conidial germination 
may raise the question about the contribution of A. carbonarius conidia to the OTA 
increase in must during maceration. 
Other studies have shown that trans-Resveratrol (30 µg g-1) and piceatannol (2 µg g-1) 
addition to the synthetic must medium triggers OTA production by A. carbonarius  
(Bavaresco et al. 2003). Molina and Giannuzzi (2002) showed that aflatoxin production 
Résultats et discussion                                                                                                                      Chapitre V 
 
 186 
by A.  parasiticus was inhibited in the presence of propionic acid, the inhibitory effect 
being due to the undissociated fraction of the organic acid. In the present work, it is 
clearly demonstrated that tartaric acid has a repressive and malic acid a supporting effect 
on the ochratoxigenic ability of A. carbonarius (2Mu134). These acids were also shown 
to affect the time course of germination and the of OTA excretion ability of conidia 
during germination.   
 
To our knowledge this is the first study to examine the partitioning and accumulation of 
OTA in spores, mycelium and medium, and the changes which occur in OTA during the 
germination of fungal conidia. Ochratoxin accumulation by the conidia has been shown 
to be affected by the media composition. In addition to the health problems associated 
with inhalation exposure to the fungal conidia, conidia has been shown to excrete their 
accumulated OTA in to the medium during the first hours of conidial germination which 
could be the reason for an increase in toxin in must during maceration. The OTA 
excretion ability of conidia was decreased in the presence of organic acids present in 
grapes and wine. This could be an advantage as malic and tartaric acids are commonly 
used to adjust the acid balance of grape juice and wine (Coloretti et al. 2002). 
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FIGURE LEGENDS 
 
Fig. 1. Comparison of the ochratoxin A content of four isolates of A. carbonarius grown 
on an artificial grape juice medium at 20°C and 0.95 aw for 20 days. All data are means of 
5 replicates. 
 
Fig. 2. Comparaison of the ochratoxin A production and accumulation in the conidia of A. 
carbonarius (2Mu134) grown on different media at 25°C for 7 days. 
 
Fig. 3. Effect of organic acids (8 g l-1) on the ochratoxin A excretion ability of conidia of 
A. carbonarius (2Mu134) during germination on CYA medium at 25oC. A: OTA 
evolution in the medium and B : OTA evolution in conidia. 
 
Fig. 4. Influence of malic (A) and tartaric (B) acids on the ochratoxin A production by A. 
carbonarius (2Mu134) grown on CYA medium at 25°C for 7 days. 
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Table 1 Comparison of ochratoxin (µg g-1) partitioning into spores, mycelium and 
substrate by isolates of A. carbonarius (PORT219) and A. ochraceus (ITA703) at 25oC 
and 0.95 water activity 
 
 
  A. carbonarius    A. ochraceus 
 
Spores  5.08 ± 0.72*   0.06 ± 0.06     
 
Mycelium 2.00 ± 0.64   0.15 ± 0.05 
 
Medium 0.24 ± 0.03   1.05 ± 0.1 
 
* (mean ± SD) 
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Table 2 Ochratoxin A evolution (mean ± SD) during conidial germination of A. 
carbonarius (2Mu134) conidia on CYA medium at 25oC 
 
 
Time (hours) µg OTA/107spores µg OTA/ml medium 
0 0.029b*  ± 0.002 0.000f 
2 0.016ef ± 0.001 0.078d ± 0.002 
4 0.034a ± 0.004 0.105b ± 0.012 
6 0.014f ± 0.002 0.140a ± 0.016 
8 0.019ef ± 0.002 0.093cb ± 0.006 
10 0.021cd ± 0.003 0.080cd ± 0.006 
12 0.022cd ± 0.003 0.076ed ± 0.003 
17 0.023c ± 0.002 0.071ed ± 0.007 
28 0.023cd ± 0.001 0.063e ± 0.004 
*: Data were analysed statistically by the analysis of variance and Duncan's Multiple 
 Range Test. Values in each column with different superscripts differ at P <0.05 
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Fig. 3  
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Discussion, Conclusion Générales et Perspectives 
 
 
Durant ce travail nous avons mis en évidence dans un premier temps une diversité des 
gènes de polycétones synthases (PKSs) chez A. ochraceus et A. carbonarius en utilisant 
des couples d’amorces dégénérées et spécifiques ciblant le domaine KS des PKS qui sont 
dessinés dans la littérature (Lee et al., 2001; Liou et Khosla, 2003; Dao et al., 2005). 
 
L’analyse phylogénétique des nos séquences des PKSs obtenues montre qu’elles sont 
distribuées dans trois principaux groupes de PKS connus chez les champignons : 5 
séquences chez A. ochraceus (AoKS1, AoKS11, AoKS9, AoLC35-6 et AoLC35-12) et 3 
séquences chez A. carbonarius (AcKS9, AcKS10 et Ac12RL3) se trouvent dans le groupe 
des PKS responsables de la biosynthèse des polycétones réduits comme l’OTA, la 
melleine, la compactine ; une séquence chez A. ochraceus (AoLC35-2) et 2 séquences 
chez A. carbonarius (AcLC35-4 et AcLC35-6) se trouvent parmi les PKS impliquées dans 
la biosynthèse de MSA et des produits dérivés ; enfin  3 séquences chez A. ochraceus 
(AoLC12-9, AoLC12-12 et AoLC12-14) obtenues à partir de LC1/LC2c sont classées avec 
des PKS catalysant la synthèse des polycétones non réduits comme la mélanine, les 
naphtopyrones (Kroken et al., 2003, Varga et al., 2003). 
  
L’identification de ces groupes de gènes de PKSs chez A. ochraceus et A. carbonarius 
représente une étape essentielle dans la détermination des gènes impliqués dans la 
biosynthèse des mycotoxines produites par ces deux espèces. En plus elle représente un 
outil intéressant pour le développement d’amorces spécifiques pour la détection et la 
quantification moléculaire des mycotoxines dans les denrées alimentaires, ceci afin de 
gérer au mieux le problème des mycotoxines dans la chaîne alimentaire. 
 
A. ochraceus NRRL 3174 est capable de produire plus de 20 polycétones (Bode et al., 
2002 ; Torres et al., 1998 ; Richard et al., 1999 ; Frisvad and Thrane, 1987 ; Van Der 
Merwe et al., 1965 ; Taniwaki et al., 2003). Parmi ceux-ci on rencontre les polycétones 
réduits et partiellement réduits comme l’OTA, la melleine, l’hydroxymelleine, l’acide 
pénicillique, la viomelleine, l’asperlactone et l’isoasperlactone et des polycétones non 
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réduits comme les naphtopyrones, la mélanine et les pigments des spores. Jusqu'à 
maintenant 14 PKSs différents chez A. ochraceus ont été identifiés, 9 grâce à cette étude 
et 5 suite aux travaux de Varga et al., (2003) et d’Edwards et al., (2002).  
 
A. carbonarius produit de l’ochratoxine A comme mycotoxine et d’autres polycétones 
non réduits comme les naphtopyrones et les pigments des spores. Jusqu'à présent aucune 
étude sur la recherche et la diversité des gènes de PKS chez A. carbonarius n’avait été 
réalisée. Grâce à nos travaux, nous avons identifié 5 gènes de PKS différents chez ce 
champignon en utilisant des amorces ciblant le domaine KS des polycétones réduits et 
partiellement réduits. Comme l’OTA est un polycétone réduit, nous nous sommes 
intéressés uniquement à ces PKS réduits pour tenter d’identifier le gène PKS de l’OTA 
chez cette espèce. D’autres PKSs pourraient être identifiés chez A. carbonarius en 
utilisant le couple d’amorces LC1/LC2c. Par contre, l’identification chez A. carbonarius  
des deux PKSs AcLC35-4 et AcLC35-6 qui ont une forte homologie avec les PKSs de 
type I de chez Bacillus subtilis peut ajouter de nouvelles pistes d’explorations dans le 
domaine des polycétones synthases fongiques. 
 
Parmi les PKS identifiées chez A. ochraceus, trois seulement ont un rôle connu. AoLC35-
12 intervient dans la biosynthèse de l’OTA (O’Callaghan et al., 2003) sans avoir d’ 
informations chez les mutants obtenu sur la présence ou l’absence d’autres métabolites 
considérés comme étant des intermédiaires de la biosynthèse de l’OTA. Dans cette étude, 
nous avons montré que AoLC35-2 intervient dans la biosynthèse des composés 
lactoniques: acide pénicillique, asperlactone et isoasperlactone alors que AoKS1  
intervient dans la biosynthè se de l’OTA mais le mutant obtenu produit encore la melleine 
en accord avec les résultats de Harris et Mantel (2001) qui ont montré que ce dernier 
n’intervient pas dans la biosynthèse de l’OTA. Donc, on peut considérer que AoKS1 est 
un deuxième PKS interve nant dans la biosynthèse de l’OTA. 
 
Chez A. carbonarius, nous avons ciblé un gène de polycétone synthase (Ac12RL3) pour 
le développement d’un système de PCR en temps réel visant la détection et la 
quantification moléculaire de ce champignon dans le raisin. Puisque A. carbonarius est 
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considéré comme le principal responsable de l’ochratoxigénicité au sein de la filière 
raisin (Battilani et al., 2003;  Varga et Kozakiewicz, 2006),nous avons essayé de corréler 
la présence de ce champignon avec les teneurs en OTA dans les mêmes échantillons.  
Nous avons obtenu une bonne corrélation positive entre la quantité d’ADN d’ A. 
carbonarius (pg ADN/ mg baie) et la teneur en OTA (en ppb). Le système développé 
nous a donc permis d’une part d’avoir une identification et une quantification d’A. 
carbonarius rapide et efficace a l’inverse des methodes classiques de taxonomie qui 
exigent une expérience confirmée (Geisen et al., 2005) et d’autre part d’avoir une 
estimation du niveau de la contamination en OTA dans le raisin sans la nécessité des 
méthodes classiques d’analyse qui sont généralement laborieuses et coûteuses. 
 
Par rapport à l’étude physiologique portant sur la quantification de la répartition d’OTA 
dans les spores, le mycélium et le substrat chez A. carbonarius, nous avons démontré que 
la majorité de l’OTA se trouve accumulée au niveau des spores. Les résultats montrent 
aussi que cette toxine commence à augmenter dans le milieu au cours de la germination 
des spores et arrive à un niveau plus grand que celle de la quantité initialement présente 
dans les spores. Deux phénomènes peuvent être expliqués à propos de cette augmentation 
d’OTA dans le milieu : (1) l’OTA initialement présente dans les spores diffuse dans le 
milieu et/ou (2) l’OTA est produite durant la germination des spores. A. ochraceus, une 
autre espèce ochratoxinogène, présente un comportement différent de la répartition 
d’OTA où la majorité d’OTA se trouve dans le substrat, peu dans le mycélium et une très 
faible accumulation se trouve au niveau des spores. En conclusion, on peut considérer 
que les spores d’A. carbonarius représentent une source potentielle importante de 
contamination des jus de raisin par l’OTA. En plus de leur capacité de stockage, elles 
produisent probablement l’OTA au cours de leur germination.  
 
 
Perspectives 
 
Dans le cadre de ce sujet, il s’agit d’aller plus loin en déterminant le rôle d’autres PKS 
identifiées chez  A. ochraceus et A. carbonarius. Pour cela il faut interrompre ces PKS 
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avec la technique d’interruption de gène, afin de vérifier leur rôle dans la biosynthèse de 
différents polycétones chez les deux espèces. 
 
Nous avons montré que le gene  aoks1 est responsable de la biosynthèse d’OTA chez A. 
ochraceus. Il serait intéressant de voir si la production d’OTA nécessite une ou deux PKS. 
Il faut donc récupérer le mutant NUIC118 obtenu suite à la rupture de aopks (AoLC35-
12) chez A. ochraceus par O’Callaghan et al. (2003) et de le comparer avec Ao5, le 
mutant obtenu dans cette étude suite à la rupture de aoks1. 
 
Durant cette étude nous avons montré que AoLC35-2 (appelé aomsas) est responsable de 
la biosynthèse des composés lactoniques chez A. ochraceus. Il sera important d’affiner le 
rôle de ce gène. Intervient- il dans la biosynthèse de l’acide pénicillique et/ou les 
asperlactones ? 
 
La voie de biosynthèse de l’OTA et la voie de biosynthèse de l’acide pénicillique  ne sont 
pas encore établies. Dans l’avenir, il faut réaliser la construction d’une banque d’ADN 
génomique chez A. ochraceus. Il faudra par la suite rechercher les deux clusters contenant 
l’ensemble des gènes codant pour la biosynthèse de l’OTA et de l’acide pénicillique, les 
séquencer et les caractériser. Déterminer la fonction de certains gènes par interruption et 
établir la voie par laquelle ces molécules sont produites chez A. ochraceus. 
 
Après avoir caractérisé le gène codant pour la PKS responsable de la production de 
l’OTA chez A. carbonarius,  il serait intéressant de vérifier l’hypothèse de production 
d’OTA par les spores de cette espèce en étudiant l’expression du gène au cours de la 
germination des spores. 
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Résumé 
 
Aspergillus ochraceus et Aspergillus carbonarius, contaminants fongique fréquents de 
plusieurs produits agricoles, produisent de nombreux polycétones dont les mycotoxines. 
Durant ce travail, la diversité des gènes de polycétones synthases (PKSs), enzymes 
responsables de la biosynthèse des polycétones, présentes chez ces champignons a été étudiée 
en utilisant des couples d’amorces spécifiques et dégénérées. Au total, neuf PKSs différentes 
chez Aspergillus ochraceus NRRL 3174 et cinq PKSs différentes chez Aspergillus 
carbonarius 2Mu134 ont été  identifiées. Elles sont distribuées dans les trois principaux 
groupes de PKS connus chez les champignons. Parmi les gènes identifiés chez Aspergillus 
ochraceus, AoKS1, est responsable de la biosynthèse de l’ochratoxine A et AoLC35-2 est 
responsable de la biosynthèse des composés lactoniques. D’autre part, nous avons développé 
un système de détection et de quantification d’Aspergillus carbonarius par PCR en temps réel 
en ciblant un gène de polycétone synthase. Le système développé nous a ainsi permis aussi 
d’avoir une estimation rapide de la contamination en ochratoxine A dans le raisin à partir de la 
quantification d’ADN d’Aspergillus carbonarius. Enfin, une étude physiologique menée chez 
Aspergillus carbonarius pour connaître la répartition d’ochratoxine A dans les spores, le 
mycélium et le substrat a montré que la majorité de cette toxine se trouve accumulée au 
niveau des spores. Les résultats ont aussi montré que la toxine accumulée se relargue dans le 
milieu et arrive après 4 heures d’incubation à un niveau plus grand que celui de la valeur 
initiale. Ceci montre que les spores d’Aspergillus carbonarius peuvent participer à 
l’augmentation de l’ochratoxine A durant la macération dans les procèdes oenologiques. 
L’ensemble de ces travaux se situe dans le cadre de la gestion du problème des mycotoxines 
dans la chaîne alimentaire. 
 
Abstract 
 
Aspergillus ochraceus and Aspergillus carbonarius are considered as the most frequent fungal 
contaminants of several agricultural products. They are able to produce several polyketide-
derived secondary metabolites including mycotoxins. Fungal polyketide synthase (PKS) is the 
key enzyme responsible for the biosynthesis of the polyketide. In this study, the diversity of 
polyketide synthase (PKS) genes in Aspergillus ochraceus NRRL 3174 and Aspergillus 
carbonarius 2Mu134 has been investigated using different primers pairs previously developed 
for the ketosynthase (KS) domain of fungal PKSs. Nine different KS domain sequences in A. 
ochraceus NRRL 3174 as well as five different KS domain sequences in A. carbonarius 
2Mu134 have been identified. The identified KS fragments were distributed in the 3 different 
groups of the known fungal polyketide synthases. Among the identified genes in Aspergillus 
ochraceus, AoKS1 was found to be involved in the biosynthesis of ochratoxin A and AoLC35-
2 was found to be responsible for the biosynthesis of lactone metabolites using a targeted gene 
deletion strategy. In Aspergillus carbonarius we have developed a molecular assay for the 
direct detection and quantification of this fungus in grape by targeting a polyketide synthase 
gene using real- time PCR. The developed system allow us to have an approximately 
estimation of the OTA contamination level by the quantification of A. carbonarius DNA in 
grape. Finally, a physiological study has been conducted in order to examine the partitioning 
of ochratoxin A in substrate, mycelium and conidia by Aspergillus carbonarius showed that 
the majority of this toxin was accumulated in the conidia. The OTA in spores was found to be 
rapidly excreted into the medium during the initial few hours of conidial germination leading 
to an increase of OTA in must during maceration for wine production.
  
 
